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Citotoksičnost liposomske oblike bupivakaina 
Lokalni anestetiki so učinkovine, s katerimi izničimo zaznavo in občutek bolečine 
v določenem delu telesa. Vse od odkritja so se hitro razvijali in danes se splošno 
uporabljajo pri vseh vrstah operativnih posegov in kasnejši postoperativni negi 
pacientov. Bupivakain spada v skupino amidnih lokalnih anestetikov in je eden 
izmed močnejših in dolgo učinkovitih anestetikov. Na trgu je bupivakain dostopen 
kot Marcain. Od leta 2011 je dostopna tudi nova liposomska oblika bupivakaina, 
Exparel. Liposomi delujejo kot dostavni sistem za razna zdravila in zaradi 
postopnega sproščanja učinkovine omogočajo redkejše administriranje in 
podaljšano delovanje posamezne doze. Toksični učinki bupivakaina in drugih 
lokalnih anestetikov so znani in dokaj dobro proučeni. Zaradi svojega mehanizma 
delovanja učinkujejo predvsem na organske sisteme, ki so odvisni od ionskih 
kanalov in prenosa ionov. Po drugi strani toksični učinki liposomske oblike še niso 
popolnoma znani. V magistrski nalogi smo določali nevrotoksične in miotoksične 
učinke obeh oblik bupivakaina in jih primerjali med seboj. Primerjali smo tri 
različne vrste citotoksičnosti: neposredna toksičnost (določanje aktivnosti encima 
LDH), posredna citotoksičnost (določanje celotne količine proteinov) in 
dolgotrajen vpliv anestetikov na celice (barvanje z barvilom Hoechst in štetje 
celic). Obe obliki sta se izkazali za nevrotoksični in miotoksični, pri enakih 
redčitvah pa smo opazili nekoliko večjo toksičnost liposomske oblike. Razlike so 
vidne šele pri najvišji koncentraciji, za nižje koncentracije sta obe obliki primerljivo 
toksični. Miotoksičnost je bila najbolj izrazita pri neposredni toksičnosti, pri 
testiranju dolgotrajnih vplivov so anestetiki najbolj nevrotoksični. Zaključimo lahko 
torej, da so lokalni anestetiki za mišice bolj akutno toksični, za živčne celice pa je 
bolj izrazita kronična toksičnost. Med obema oblikama ni pomembnejših razlik, ki 
bi lahko vplivale na klinično uporabo.  





Cytotoxicity of the liposomal form of bupivacaine  
Local anesthetics are active ingredients that eliminate the perception and 
sensation of pain in a certain part of the body. Ever since their discovery, they 
have developed rapidly and are now widely used in all types of surgical 
procedures and subsequent postoperative patient care. Bupivacaine belongs to 
the group of amide local anesthetics and is one of the strongest and long-acting 
anesthetics. It is available commercialy as Marcain. Since 2011, a new liposomal 
form of bupivacaine (Exparel) has also been available. Liposomes act as a 
delivery system for various drugs and, due to the gradual release of the active 
ingredient, enable less frequent administration and prolonged action of an 
individual dose. The toxic effects of bupivacaine and other local anesthetics are 
known and fairly well studied. Due to their mechanism of action, they act primarily 
on organ systems that depend on ion channels and ion transfer. On the other 
hand, the toxic effects of the liposome form are not yet fully known. In the master's 
thesis, we determined the neurotoxic and myotoxic effects of both forms of 
bupivacaine and compared them with each other. We compared three different 
types of cytotoxicity: direct toxicity (determination of LDH enzyme activity), 
indirect cytotoxicity (determination of total protein content) and long-term effect 
of anesthetics on cells (Hoechst staining and cell counting). Both forms proved to 
be neurotoxic and myotoxic, and at the same dilutions, a slightly higher toxicity of 
the liposome form was observed. The differences are detectable only at the 
highest concentration, for lower concentrations both forms are similarly toxic. 
Myotoxicity was most pronounced in direct toxicity, with anesthetics being the 
most neurotoxic in long-term exposure testing. We can therefore conclude that 
local anesthetics are more acutely toxic to muscles but more pronounced chronic 
toxicity to nerve cells. There are no significant differences between the two forms 
that could affect clinical use. 
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SEZNAM UPORABLJENIH KRATIC IN SIMBOLOV 
AMPK s 5' - AMP aktivirana protein kinaza  
BCA bikinonska kislina 
bFGF fibroblastni rastni dejavnik 
BSA goveji serumski albumin 
cAMP ciklični adenozinmonofosfat 
CAPRA psevdoalergijska reakcija 
CHOP protein, homologen C/EBP 
CŽS centralni živčni sistem 
DAL 1, 2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoholin- 
albumin-laktoza  
DMSO dimetil sulfoksid  
DNA deoksiribonukleinska kislina  
EDTA etilendiamintetraocetna kislina 
ER endoplazmatski retikel 
FBS fetusni serum goveda 
FDA Zvezni urad za hrano in zdravila 
FL Fosfolipid 
HL – 60 humana celična linija 
IMAT intramuskularno adipozno tkivo 
IUPAC Mednarodno združenje čiste in uporabne 
kemije 
Kp porazdelitveni koeficient 
LA lokalni anestetik 
MVL multivezikularni liposomi 
NAD+ nikotinamid adenin dinukleotid 
PABA para-aminobenzojska kislina  
PARP poli (ADP riboza) polimeraza 
PEG polietilen glikol 
PLGA polilaktatna ali glikolna kislina 
ROS reaktivne kisikove zvrsti 
RT4 - D6P2T podganja linija Schwannovih celic 
SDS natrijev dodecilsulfat 
Tt temperatura prehoda 
UVL univezikularni liposomi 









1.1 LOKALNI ANESTETIKI 
Lokalni anestetiki (LA) so molekule, s katerimi izničimo zaznavo in občutek 
bolečine v določenem delu telesa. Njihova uporaba v klinični praksi se je začela 
leta 1844, ko je Carl Koller opravil prvo operacijo glavkoma z uporabo kokaina 
kot anestetika [1]. Uporaba se je hitro razširila po Evropi in Ameriki, vendar se je 
razmah uporabe kmalu ustavil, saj so opazili tudi negativne stranske učinke. S 
strukturnimi modifikacijami kokaina, ki je edini naravni lokalni anestetik (LA), so 
leta 1904 pripravili prvi sintetični anestetik prokain [2]. Tako kokain kot prokain 
sta estrska LA. Prvi amidni LA, lidokain, je bil sintetiziran približno 40 let kasneje 
(1948) [2]. Sintetiziranih je bilo tudi več manj toksičnih oblik LA, kar je povečalo 
njihovo uporabo. 
1.1.1 STRUKTURA LOKALNIH ANESTETIKOV 
 
Razvoj anestetikov se je močno razširil, ko so pred več kot 100 leti odkrili 
najmanjši in najosnovnejši del molekule kokaina, ki še povzroči anestezijo. Vsaka 
molekula LA vsebuje hidrofobni in hidrofilni del, ki ju povezuje estrski ali amidni 
linker (slika 1). Molekulska masa najpogosteje uporabljenih anestetikov znaša 
med 200 in 300 Da ter variira glede na substituente. Aromatski obroč predstavlja 
hidrofobni, terciarni amin pa hidrofilni del molekule. Informacijo o tem, ali 
molekula vsebuje estrski ali amidni linker, lahko dobimo že iz imena. Vse LA 
lahko prepoznamo po končnici -kain (angl. -caine), med seboj se razlikujejo po i-
ju, ki je pri amidnih anestetikih pred omenjeno končnico (tabela 1).  
 
 
Slika 1: Struktura lokalnih anestetikov. Molekule LA so sestavljene iz treh delov: hidrofobni aromatski obroč je 




Tabela 1: Razvrstitev lokalnih anestetikov glede na vrsto linkerja in poimenovanje. V prvem stolpcu so navedeni LA 
z amidnim in v drugem stolpcu LA z estrskim linkerjem. Končnica  -kain, značilna za poimenovanja lokalnih anestetikov, 
je zapisana odebeljeno. Za poimenovanja amidnih LA značilna -i - je označen z oranžno barvo.  






Vsak izmed sestavnih delov molekule določa lastnosti lokalnih anestetikov. Tudi 
majhne spremembe v strukturi posameznega anestetika lahko predstavljajo 
veliko spremembo njegovih lastnosti. Pri bupivakainu imamo v strukturi kiralni 
ogljikov atom. Že orientiranost substituentov na njem močno vpliva na lastnosti 
in toksičnost (slika 2). S-izomer bupivakaina je mnogo manj toksičen od R-
bupivakaina [4,17].  Na delovanje vplivata predvsem lipidotopnost in pKa. Te 
lastnosti vplivajo še na mnoge druge, kot so afiniteta do makromolekul, topnost v 
vodi, moč anestetika in njegova toksičnost.  
 
 
Slika 2: Optična izomera bupivakaina [5]. Na sliki sta enantiomera LA bupivakaina. Drug drugemu sta zrcalni sliki in 
se razlikujeta glede na konfiguracijo substituentov na kiralnem ogljikovem atomu, ki je označen z zvezdico. Bupivakain 
je na trgu dostopen kot S (-) enantiomer ali racemična zmes obeh izomerov. V predkliničnih študijah na podganah in 
ovcah so dokazali manjšo kardiotoksičnost S (-) enantiomera. Kardiotoksičnost se je ob uporabi R (+) izomera pojavila 
3–4-krat pogosteje, trajala je dalj časa in imela močnejše simptome. Izsledke so kasneje potrdili tudi na ljudeh [4]. 
 
Benzenov aromatski obroč s svojimi substituenti določa lipidotopnost in moč 
anestetika. Lipidotopnost vpliva na zmožnost difuzije v tkiva in privzem molekul 
skozi celične membrane [7]. Za svoje delovanje morajo LA prehajati skozi 
membrane nevrona. Večja lipidotopnost omogoča lažji prehod skozi membrane 
in je zato potrebna manjša količina LA za učinkovito blokado živčnih signalov. V 
razmerah in vitro in in vivo se rezultati lahko razlikujejo, saj na moč anestetika v 
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telesu vpliva več dejavnikov. Pomembne so tudi vazodilatacijske sposobnosti in 
distribucija anestetika v telesu. Vazodilatacija omogoča hitrejšo sistemsko 
absorpcijo, še preden anestetik doseže živčna vlakna, visoka lipidotopnost pa 
pospešuje absorpcijo v sosednja adipozna tkiva in mielinsko ovojnico.  
Aminski del na drugem koncu molekule se lahko še dodatno protonira in prehaja 
med terciarnim in kvartarnim aminom oz. nabito in nevtralno obliko. V pozitivno 
nabiti obliki dušik tvori štiri vezi in molekula je vodotopna. Pri nevtralni obliki dušik 
tvori tri vezi in molekula LA je lipidotopna [6,7].  
 
Prehajanje med nabito in nevtralno obliko amina je zelo pomembno zaradi 
mehanizma delovanja LA, ki je prikazan na sliki 3. LA so na trgu pogosto dostopni 
kot kisle vodne raztopine, kar izboljša njihovo stabilnost in rok uporabe. 
Raztopine anestetikov imajo pH med 3,5 in 5,5, ter rok uporabnosti 3 do 5 let. V 
kislem okolju je večina molekul v nabiti in bolj stabilni obliki. Tudi adrenalin, ki se 
dodaja nekaterim LA, je bolj stabilen v kislem kot nevtralnem ali bazičnem okolju. 
V kisli raztopini se amin protonira in LA obstaja v nabiti, vodotopni obliki, ki ne 
more prehajati skozi membrane nevrona. V ravnotežni reakciji, ki jo regulirata 
pKa in pH, se pretvarja v prosto obliko in proton. Da reakcijo obrnemo v smer 
nastajanja proste oblike, lahko LA direktno pred injiciranjem dodamo bazično 
raztopino. Kot prosta baza obstaja LA v lipidotopni obliki in lahko prehaja skozi 
epinevrij in membrane nevrona. Ko dosežejo aksoplazmo, se molekule ponovno 
protonirajo in v taki obliki inhibirajo delovanje natrijevih kanalov (slika 3) [7]. Čas 
začetka delovanja anestetika je tako odvisen od deleža molekul, ki se pri 
fiziološkem pH pretvorijo v terciarni amin, in od hitrosti te pretvorbe [7]. Delež 
izražamo z disociacijsko konstanto pKa, ki jo izračunamo z Henderson-








Enačba I: Henderson-Hasselbalchova enačba. Prikazuje zvezo med pKa,, pH raztopine ter 
razmerjem  koncentracij disociiranih kemičnih vrst; pKa: konstanta ionizacije, [A-]: neprotonirana oblika kisline, [HA]: 
protonirana oblika kisline [6]. 
Delovanje anestetika je močno povezano z pH. Njihove soli so kisle, saj so 
sestavljene iz močne kisline in šibke baze. To podaljša njihovo stabilnost, vendar 
upočasnjuje nastop blokade živcev. Raztopinam včasih dodamo manjši delež 
karbonata, da zagotovimo nekoliko več neionizirane oblike in s tem boljšo 
učinkovitost. Višji pH zmanjša bolečino na mestu injiciranja in pospeši začetek 
delovanja. V tkivu stalno poteka ravnotežna reakcija, preko katere dobimo prosto 
bazo, ki je aktivna oblika molekule (enačba II). Hitrost prehajanja med enim in 
drugim stanjem je odvisna od okoliškega pH. Zaradi pH je oteženo anesteziranje 
vnetega ali okuženega tkiva. V njem prevladuje kisel pH, ki favorizira vodotopno 




RN*HCI + NaHCO3 -> R3N+NaCI+H2CO3 
Enačba II: Ravnotežna reakcija med molekulo LA in dodanim natrijevim hidrogenkarbonatom. RN*HCl 
predstavlja molekulo LA v raztopini klorovodikove kisline (HCl). Ta, kot kislina, reagira z natrijevim hidrogenkarbonatom 
(NaHCO3) in dobimo molekulo LA v obliki proste baze (R3N), natrijev klorid (NaCl) in ogljikovo kislino (H2CO3). 
Če sta pH in pKa enaka, je polovica molekul lokalnega anestetika v protoniranem 
in polovica v neprotoniranem stanju. Manjši kot je pKa, večji delež molekul LA je 
neioniziranih pri danem pH. Večina molekul ima disociacijsko konstanto višjo od 
fiziološkega pH=7,4, kar pomeni, da je večji delež molekul v protoniranem 
vodotopnem stanju, ki ne more prehajati v nevron. Vrednosti pKa za estrske 
anestetike znaša med 8,5 in 9,1, za amidne pa je pKa med 7,6 in 8,2 [6]. Zaradi 
dokaj visokih pKa molekule slabo prehajajo preko membrane in jih je v večini 
primerov potrebno injicirati blizu živčnega vlakna, ki ga želimo inhibirati. Na pKa 
z induktivnim efektom in steričnim oviranjem vplivajo tudi substituenti. Bupivakain 
ima nekoliko nižjo pKa kot mepivakain zaradi več substituentov, ki naredijo 
dušikov atom bolj negativno nabit in zmožen privlačiti proton.  
 
 
Slika 3: Ravnotežje med ionizirano in neionizirano obliko LA z mehanizmom delovanja. Epinevrij: zunanja živčna 
ovojnica, aksoplazma: citoplazma aksona. Zunaj živčnega vlakna se lokalni anestetik nahaja v protonirani obliki (BH+) in 
se v ravnotežni reakciji, ki jo regulirata pKa in pH, pretvarja v prosto bazo (B) in proton (H+). Baza (B) lahko prehaja 
skozi zunanje membrane nevrona in se v aksoplazmi ponovno protonira (BH+). Protonirana oblika (BH+) se veže na 
natrijeve kanale v membrani in preprečuje depolarizacijo [7]. 
Od povezovalnega dela je odvisen predvsem metabolizem [6]. Amidni LA se 
transformirajo v jetrih, estrske LA pa hidrolizirajo že plazemske esteraze v krvnem 
obtoku [6]. Glavni encim, ki razgrajuje molekule estrskih LA, je psevdoholin 
esteraza. Kot stranski produkt se pri vseh LA estrskega tipa sintetizira para-
aminobenzojska kislina (PABA), ki je potencialno alergena snov [7]. Alergijske 
reakcije so pri uporabi LA dokaj redek pojav (alergije zajemajo manj kot 1 % vseh 
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neželenih stranskih učinkov), toda prav zaradi benzojske kisline se pogosteje 
pojavljajo pri estrskih kot amidnih molekulah [7].   
Podobno kot mnoge druge zdravilne učinkovine se amidni LA metabolizirajo z 
encimom citokrom P450 v jetrnih celicah. Estrske LA razgradijo esteraze v krvni 
plazmi. Metabolizem amidnih LA poteka dokaj hitro, vendar je počasnejši kot pri 
estrskih molekulah. Vmesni produkt v razgradnji estrskih LA je PABA, ki lahko 
povzroča alergijske reakcije. Poleg PABA lahko v procesu metabolizma 
določenih LA nastanejo še nekateri toksični stranski produkti. Pri metabolizmu 
estrskega lokalnega anestetika lidokaina nastajata vmesna produkta 
monoetilglicinksilidid in glicineksilidid, ki povzročata motnje v srčnem ritmu. V 
skupini amidnih lokalnih anestetikov ima potencialno toksične vmesne metabolne 
produkte prilokain. Nastaja O-toluidin, ki oksidira železo v hemoglobinu iz Fe2+ v 
Fe3+. Slednji v molekuli hemoglobina mnogo slabše veže kisik. Spremenjen 
hemoglobin se imenuje methemglobin, bolezensko stanje, ki nastopi, ko je 
oksidiran približno 1 % celotnega Fe, pa methemoglobinemija [6]. Simptomi se 
pojavijo šele, ko delež oksidiranega železa doseže 15–30 %, izražajo  se s 
hipoksemijo in cianozo. Ob uporabi predpisanega odmerka LA se zapleti pojavijo 
zelo redko, v večini primerov je vzrok deden [8].  
Skoraj vse molekule LA se vsaj v določeni meri vežejo na proteine. Ti proteini 
delujejo kot transporter in/ali kratkotrajno skladišče. Dlje delujoči in bolj lipofilni 
anestetiki se na proteine vežejo veliko močneje, po čemer lahko sklepamo, da so 
za vezavo odgovorne predvsem hidrofobne interakcije. Bupivakain se v 
največjem odstotku veže na plazemske proteine in učinkuje najdlje od 












1.2  LIPOSOMI KOT DOSTAVNI SISTEM ZA MOLEKULE 
LOKALNIH ANESTETIKOV 
Liposomi so vezikli, katerih membrana je sestavljena iz fosfolipidov. Vsak lipid 
ima hidrofilno glavo in hidrofilni rep, ki ju povezuje etrska vez (slika 4) [10].  Zaradi 
svoje sestave se ob stiku z vodo spontano uredijo v lipidni dvosloj in hidrofobne 
dele zaščitijo pred vodo [11]. Liposomi, ki so obdani z enim dvoslojem, so 
unilamelarni, tisti z več koncentričnimi lipidnimi dvosloji pa so multilamelarni. 
Tretja skupina so multivezikularni liposomi, ki nastanejo z združevanjem manjših 
veziklov (slika 5) [10]. Tako sestavljeni liposomi po velikosti variirajo med približno 
20 nm in nekaj µm [9]. 
 
Slika 4: Struktura fosfolipida. Vse molekule fosfolipidov so amfipatične molekule, imajo hidrofilno glavo (označena s 
sivo barvo) in hidrofobni rep (označen z oranžno). V glavi se nahaja fosfatna skupina (označena z rumeno), po kateri so 
lipidi dobili ime. 
 
Slika 5: Različne oblike liposomov. Liposomi, ki so obdani z enim dvoslojem, so unilamelarni, tisti z več 
koncentričnimi lipidnimi dvosloji pa so multilamelarni. Tretja skupina so multivezikularni liposomi, ki nastanejo z 







Uporabljajo se kot dostavni sistem za zdravilne učinkovine. Z njihovo pomočjo 
lahko dostavimo večjo koncentracijo zdravila in se izognemo toksičnosti, saj je 
naenkrat na voljo le manjši del zdravila. Z uporabo liposomov kot dostavnega 
sistema lahko sproščanje in učinkovitost zdravila pomembno podaljšamo. Iz 
unilamelarnih veziklov se zdravilna učinkovina sprošča do nekaj dni, pri 
multivezikularnih liposomih pa lahko celo nekaj tednov. Multivezikularni sistem se 
lahko uporablja za specifično dostavljanje večje koncentracije ene zdravilne 
učinkovine ali pa hkratno dostavljanje več različnih zdravil. Pakiramo lahko 
hidrofobne in hidrofilne zdravilne učinkovine. Hidrofobna zdravila se ujamejo v 
lipidni dvosloj, hidrofilna pa se nahajajo v vodnem jedru (slika 6) [11]. Zdravilo 
lahko v liposome vključimo že med sestavljanjem (pasivno nalaganje) ali kasneje, 
ko je liposom že zgrajen (aktivno ali oddaljeno nalaganje) [10]. Pri tem 
izkoriščamo razlike v pH ali drugih kemičnih gradientih, da zdravilo potuje skozi 
membrano v notranjost liposoma. Učinkovitost nalaganja je razmerje med maso 
zdravila in maso celotnega dostavnega sistema. Idealno je večja od 90 %. 
Največjo učinkovitost lahko dosežemo pri pasivnem nalaganju hidrofobnih 
zdravil, ker so izredno dobro topna v lipidnem dvosloju [10]. 
 
 
Slika 6: Nastanek liposomov in pakiranje tovora. V vodnem okolju se fosfolipidi spontano uredijo v lipidni dvosloj, s 
stresanjem ali segrevanjem nastanejo vezikli. V liposome lahko pakiramo hidrofobna in hidrofilna zdravila. Hidrofobna 
(rdeči ovali) se ujamejo v membrano, hidrofilna (rumeni trikotniki) pa so znotraj liposoma [11]. 
Sestava membrane in velikost vezikla vplivata na sproščanje zdravila in 
obnašanje liposoma v sistemu.  Liposomi, ki so manjši od 120 nm, lahko vstopajo 
v kapilare in se veliko hitreje razporedijo po celotnem organizmu, večji pa dalj 
časa ostanejo na mestu injiciranja. Večji delež nasičenih lipidov z dolgimi 
ogljikovimi verigami stabilizira liposom in podaljša sproščanje zdravilne 
učinkovine. Pri multivezikularnih je najbolj ugodno, če je membrana sestavljena 
iz enega nevtralnega (triglicerid) in enega amfipatičnega lipida (fosfolipid) [10]. 
Nadaljnje modifikacije za reguliranje lastnosti, kot npr. dodajanje holesterola ali 
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pegiliranje, zmanjšajo fluidnost in biorazgradljivost liposomov. Bolje in hitreje 
vstopajo v dobro prekrvavljena in metabolno aktivna tkiva.  
Prednosti liposomskega dostavnega sistema so visoka biokompatibilnost in lahka 
razgradljivost, minimalna toksičnost, visoka topnost, kontrolirano sproščanje 
zdravilne učinkovine in možnost površinskih modifikacij. Kljub mnogim 
prednostim je znanih tudi nekaj slabosti, pri katerih ni bilo velikega napredka že 
nekaj desetletij [10]. Omejitve liposomov predstavljajo predvsem zahtevna 
priprava, visoka cena surovin in procesa, kratek čas shranjevanja in zmanjšana 
stabilnost v in vivo pogojih. Zdravila lahko ob oksidaciji ali hidrolizi lipidov hitro 
»puščajo« [12].  
Zaradi amfipatičnosti fosfolipidi v vodnem okolju spontano oblikujejo dvosloj. 
Hidrofobni repi se umaknejo stran od vode, hidrofilne glave pa se orientirajo proti 
zunanji in notranji vodni fazi. Ob mehaničnem stresanju ali segrevanju se 
oblikujejo vezikli. Najpogosteje uporabljene metode se sicer razlikujejo v 
podrobnostih in točnih postopkih, vendar si delijo naslednje osnovne korake: 
raztapljanje lipidov v organskem topilu, sušenje dobljene raztopine, hidratacija 
sušenih lipidov v raznih vodnih raztopinah, izolacija veziklov in kontrola kakovosti 
nastalih liposomov [10]. 
 
Najpogosteje uporabljeni fosfolipidi so fosfatidilholin, fosfatidiletanolamin, 
fosfatidilserin in fosfatidilglicerol. Pri izbiri sestavnih lipidov je pomembna 
temperatura prehoda (Tt). Pod to temperaturo so FL v stanju, podobnem gelu, in 
ne morejo tvoriti liposomov. Potrebno je delati pri tej temperaturi ali nad  njo, da 
zagotovimo zadostno mobilnost molekul in se le-te lahko oblikujejo v dvosloj ali 
vezikel. Ker ima večina najpogosteje uporabljenih FL, temperaturo prehoda blizu 
37 °C, v strukturo za stabilizacijo dodajamo holesterol [10]. Poleg holesterola 
lahko uporabimo še druge aditive, ki povečajo stabilnost liposomov ali regulirajo 
ostale lastnosti. Oleinska kislina ali N- [1 (2,3-dioleoiloksi) propil] -N, N, N-
trimetilamonijev klorid (DOTAP) se uporabljata za pripravo nabitih liposomov. Ti 
so bolj stabilni, saj nabiti delci drug drugega odbijajo in s tem zmanjšajo 
agregacijo. Membrana celic je negativno nabita, zato lahko pozitivno nabiti lažje 
interagirajo z njo in jo prehajajo. Nasprotno pa negativno nabiti liposomi slabo 
prehajajo v celice zaradi odbojnih sil [11]. Razvijajo liposome, ki zdravilo hitro in 
naenkrat spustijo ob raznih stimulusih, kot so pH, temperatura, redoks potencial, 
magnetno polje, električno polje itd. Najbolj obetaven je izpust, reguliran s 
spremembami pH, saj imamo v različnih delih telesa različen pH. V take liposome 
se najpogosteje dodajajo holesteril hemisukcinat (CHEMS) in 1,2-dioleoil-sn-
glicero-3-fosfoetanolamin (DOPE). Pri bazičnem ali nevtralnem pH CHEMS 
stabilizira strukturo DOPE, pri kislem pH pa povzroči pretvorbo v heksagonalno 
strukturo DOPE, s tem destabilizira vezikel in zdravilo se sprosti.  Uporabljena 
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lipida sta zelo draga, kar zavira nadaljnji razvoj takih liposomov [11]. V zadnjem 
času razvijajo predvsem ligande, ki izboljšujejo tarčenje in zagotavljajo 
akumulacijo na želenem mestu. Tu gre predvsem za glikoproteine, polisaharide 
ali specifične ligande receptorjev [11]. 
1.3  MEHANIZEM DELOVANJA LOKALNIH ANESTETIKOV 
1.3.1 STRUKTURA NATRIJEVIH KANALOV 
Lokalni anestetiki so okarakterizirani kot spojine, s katerimi dosežemo začasno 
izgubo občutkov (predvsem bolečine) v določenem delu telesa. Čeprav so 
kemijsko dokaj heterogena skupina, vse molekule LA delujejo preko vezave na 
napetostno odvisne natrijeve kanale. Z blokado kanalov, ki so ključni za delovanje 
nevronov, preprečijo širjenje dražljajev in tako zmanjšajo občutek bolečine [13]. 
Natrijeve kanale najdemo pri vseh evkariontih, v organskih sistemih, ki jih je 
možno vzbuditi s spremembo napetosti (mišice, možgani itd.), ob mirovnem 
potencialu so kanali zaprti, ko v celici nastopi depolarizacija, pa se odprejo in 
omogočajo influks ionov ter s tem dvig potenciala.  
Natrijevi kanali so intrinzični membranski glikoproteini, sestavljeni iz približno 
2000 aminokislin (zgradba je prikazana na sliki 7). Kanal sestavljata večja 
podenota α (260 kDa) in variabilno število manjših podenot β (33–39 kDa). 
Podenota α je ena polipeptidna veriga, ki vključuje 24 transmembranskih 
segmentov, razdeljenih v štiri homologne, vendar ne identične domene. Po šest 
vijačnic v vsaki domeni (S1–S6) nadalje razdelimo na tiste, ki se odzivajo na 
spremembe v napetosti (S1–S4), in tiste, ki tvorijo poro, skozi katero prehajajo 
natrijevi ioni (Na+) (S5–S6). Na zanki, ki povezuje peto in šesto vijačnico, se 
nahaja zaporedje, ki določa specifičnost kanala. Zaporedje je sestavljeno iz 
aminokislin Asp/Glu/Lys/Ala (DEKA) in omogoča, da skozi kanal potujejo samo 





Slika 7: Zgradba natrijevih kanalov. Na levi in desni sta prikazani β1 in β2 podenoti. Z vijolično je predstavljen 
ekstracelularni in intracelulani del obeh β podenot (ekstracelularni del ima imunoglobulinsko zvitje), z zeleno pa je 
označena α vijačnica, ki prehaja membrano. Z rimskimi številkami so označene posamezne domene α podenote, 
posamezni cilindri pa predstavljajo α vijačnice v α podenoti. Zelena cilindra 5 in 6 tvorita poro, rdeči 4 regulira napetost. 
Na intracelularni strani med domenama 3 in 4 je z rdečim krogom označen inaktivacijski delec, Ψ pa predstavlja možna 
mesta z N- glikozilacijo. 
Čeprav gre za transmembranski protein, se večji del ne nahaja v membrani. Na 
vsaki strani ima več zank, ki zagotavljajo pravilno delovanje kanala. Zunanje 
glikozilirane zanke sodelujejo z drugimi molekulami, notranje pa so del metabolne 
in hormonske regulacije [2]. 
Normalno je pora zaprta zaradi interakcij med vsemi šestimi vijačnicami S6. 
Kanali so zaprti, ko membranski potencial znaša – 70 mV ali manj. Ob 
depolarizaciji, ko akcijski potencial doseže okrog 40 mV, se kanali v roku 
milisekunde odprejo in ioni lahko vdrejo v celico. Ob depolarizaciji vijačnice S6 
interagirajo z nabitimi segmenti vijačnice S4, kar konformacijo spremeni do take 
mere, da omogoča odpiranje pore. Ko je skozi kanal prepotovala zadostna 
količina ionov, se vanj vstavi inaktivacijski delec, ki se nahaja na zanki med 
domenama tri in štiri. To je vmesno stanje med odprtim in zaprtim kanalom, ko je 
pora sicer odprta, toda ioni ne morejo potovati skozi kanal. Tok ionov v notranjost 
se zmanjša, hkrati pa se odprejo kalijevi kanali (K+) in pozitivni ioni izhajajo iz 
celice [13]. To je razlog, da depolarizaciji sledi repolarizacija. Natrijev kanal se v 





1.3.2 VPLIV LOKALNIH ANESTETIKOV NA NATRIJEVE KANALE 
Ob vezavi na natrijeve kanale LA povzročijo blokado preko dveh mehanizmov. V 
kanalu sprožijo konformacijske spremembe, ki ga inaktivirajo. Z vezavo na 
notranji del kanala vplivajo tudi na naboj v lumnu in dodatno omejujejo prehajanje 
pozitivnih ionov. Najbolj učinkoviti so, kadar je kanal v odprtem stanju, saj 
konformacija vezavnega mesta takrat omogoča najbolj trdno in trajno vezavo.  
Trenutno sta predlagana dva mehanizma delovanja LA na natrijeve kanale. 
Molekule anestetika fizično blokirajo celotno poro kanala in tako zavirajo 
prehajanje ionov, ali pa z vezavo preprečijo normalno premikanje podenot. 
Najverjetnejša je neka srednja pot, ki združuje omenjena mehanizma. Vezavno 
mesto se nahaja na citoplazemski strani podenote α in združuje fenilalanin in 
tirozin. Alkilaminska skupina LA interagira s fenilalanilnim ostankom, aromatski 
obroč pa s tirozinim [13, 14].   
LA lahko v manjši meri vplivajo tudi na druge kanale, s čimer  razložimo stranske 
toksične efekte na ostale organske sisteme. Tukaj so predvsem zanimivi kalijevi 
kanali, ker po zaprtju natrijevih kanalov služijo za vzpostavitev normalnega 
mirovnega potenciala. Na kalijeve kanale so se LA vezali z veliko manjšo 
afiniteto; pri bupivakainu je bila afiniteta 4- do 10-krat manjša, pri lidokainu pa 10- 
do 80-krat manjša. Strukturno so natrijevim zelo podobni tudi kalcijevi kanali, zato 
ni presenetljivo, da lahko z LA blokiramo tudi te. Tudi pri teh je bilo potrebno 
uporabiti višje koncentracije za dosego zadostne blokade [15]. 
1.3.3 VPLIV STRUKTURE ŽIVČNIH VLAKEN NA UČINKOVITOST          
LOKALNIH ANESTETIKOV 
Živec sestavljajo nevroni, ki jih obdajajo živčne ovojnice z žilami in vezivnim 
tkivom. Delež vezivnega tkiva lahko doseže tudi 70 %. Struktura živčnega vlakna 
je prikazana na sliki 8. Posamezni nevroni so obdani z odrastki Schwannovih 
celic in plastjo vezivnega tkiva, ki tvorijo notranjo živčno ovojnico endonevrij (lat. 
endoneurium), sestavljeno iz prečno povezanih kolagenskih vlaken. Nevroni z 
notranjo ovojnico tvorijo snope ali fascikle. Skupino nevronov obdaja plast 
ploščatih in prekrivajočih se celic, ki so glavna komponenta perinevrija (lat. 
perineurium). Večji ko je snop, debelejša je plast celic, ki ga obdaja. Celice 
predstavljajo oviro, ki preprečuje oz. upočasnjuje difuzijo snovi do nevronov. 
Okoli perinevrija se nahaja zunanja ovojnica z vezivnim tkivom, to je epinevrij (lat. 
epineurium), ki obdaja celoten živec in je prav tako sestavljen iz povezanih 
kolagenskih vlaken. Vezivno tkivo povezuje posamezne dele živca in predstavlja 
zaščito. Končna struktura je zelo močna predvsem zaradi mreže, ki jo oblikujeta 
perinevrij in epinevrij. V strukturi so prisotne tudi krvne žile, ki živec oskrbujejo s 
kisikom in hranili. Nevrone s kisikom in energetskimi viri oskrbujejo kapilare v 
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notranji ovojnici. V zunanjem epinevriju je prisotna dodatna ekstrinzična 
ožiljenost iz arterij, ateriol in ven [16].  
 
Slika 8: Strukturni prerez živca. 1: živec, 2: perinevrij, 3: endonevrij, 4: epinevrij, 5: snop živčnih vlaken, 6: nevron,    
7: arterije in vene [16]. 
Vse podporne celice vezivnega tkiva v perifernem živčevju so Schwannove 
celice. Če so vlakna nemielizirana, posamezna Schwannova celica pokriva več 
nevronov, na robovih pa se odrastki Schwannovih celic prekrivajo. Če pa se 
oporna celica ovije okrog enega nevrona in ga obda z več plastmi svoje 
fosfolipidne membrane, govorimo o mieliniziranem živčnem vlaknu. Na stikih oz. 
Ranvierjevih zažetkih je ovojnica Schwannovih celic prekinjena (slika 9). 
Mieliniziranost nevrona močno poveča hitrost prevajanja akcijskih potencialov 
vzdolž aksona. Nemielinizirana živčna vlakna so zaradi razpršenosti natrijevih 
kanalov po celotni dolžini manj odzivna za lokalne anestetike kot mielinizirana. S 
ciljanjem Ranvierjevih zažetkov v mieliniranih vlaknih lahko zelo hitro dosežemo 
učinkovito blokado. Za učinkovito blokado moramo blokirati natrijeve kanale v 
treh zaporednih Ranvierjevih zažetkih [2]. Rezultati se sicer nekoliko razlikujejo 
glede na vrsto uporabljenega anestetika, vendar je splošno za nemielinizirana ali 
živčna vlakna C potrebno uporabiti dva- do štirikrat večjo dozo LA kot pri 
mieliniziranih. 
 
Slika 9: Elektronska mikrografija Ranvierjevega zažeteka. Zažetek je zožanje mielinske ovojnice na mestu, kjer se 
stikata sosednji Schwannovi celici. To je območje brez ovojnice oz. s stanjšano ovojnico, na katerem se lahko sprožijo 
električni dražljaji. Natrijevi kanali so imunooznačeni in se vidijo kot črne granule, označene s štirimi črnimi       
puščicami [2].  
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Lokalni anestetiki boljše oz. hitreje blokirajo živčna vlakna, v katerih se akcijski 
potenciali prožijo z višjo frekvenco (slika 10) [2]. Pri višjih frekvencah je v vlaknu 
ponavadi prisotnih več kanalov in molekula LA ima tako več možnosti, da naleti 
na odprt kanal in ga inaktivira. Dodatno je disociacija LA iz kanala počasnejša pri 
inaktiviranih kot pri zaprtih kanalih, zato se ponavljajoča se depolarizacija odraža 
v močnejši in efektivnejši vezavi LA.  
 
Slika 10: Graf razmerja med koncentracijo lidokaina (mM), potrebnega za blokado živčnih signalov in dolžino 
živčnega vlakna (mm).  Količina lidokina, ki ga potrebujemo za blokado, se zmanjšuje z večanjem dolžine živca, ki je 
izpostavljen anestetiku [2]. 
Različni anestetiki se uporabljajo za različne oblike anestezije. Razlikujejo se v 
tem, v kakšnem razmerju sprožijo ali zavirajo senzorične in motorične nevrone. 
Bupivakain je zelo močan anestetik in senzorična blokada nastopi zelo hitro. Po 
drugi strani pa ima ta LA zelo majhen vpliv na motorična vlakna, zaradi česar je 
zanimiv predvsem za lajšanje postoperativnih bolečin in pri porodu. 
Po injiciranju LA difundirajo skozi membrano proti središču živca. Vseh živčnih 
vlaken torej ne dosežejo istočasno, kar pomeni, da so lahko tista na površini 
blokirana veliko prej. Zaporedje nastopa in kasneje prenehanja anestezije v 
posameznih organskih sistemih je tako bolj odvisno od razporeditve živčnih 








1.4 TOKSIČNOST LOKALNIH ANESTETIKOV 
Čeprav so lokalni anestetiki splošno in pogosto uporabljeni v klinični praksi, lahko 
ob nepravilni uporabi povzročijo raznolike toksične učinke. Potrebno se je 
zavedati, da so prav vsi LA potencialno toksični in se med seboj razlikujejo le v 
obsegu in moči povzročene toksičnosti. Ker jih apliciramo skoraj neposredno na 
mesto delovanja, je njihova prisotnost v krvnem obtoku nezaželena in pomeni 
manjši učinek ter povečano tveganje za toksičnost. Z uporabo adrenalina ali 
drugih vazokonstriktorjev, ki upočasnijo absorpcijo v krvni obtok, lahko 
zmanjšamo tveganje za nastop toksičnosti. 
Nastop sistemske toksičnosti lokalnih anestetikov je odvisen tudi od mesta 
injiciranja. Sistemsko se absorbira več LA, če ga injiciramo v bližino medrebrnih 
nevronov, najmanj pa, če je injiciran v brahialni pleksus, ki se nahaja v področju 
vratu.  
Toksičnost LA je večja v vzdražnih tkivih. To sta predvsem živčno tkivo in 
miokard. Poleg tega pa obstaja mnogo mest, ki predstavljajo potencialne tarče 
za t. i. off target effect in splošno sistemsko toksičnost LA. Poleg že omenjenih 
delovanj na različne ionske kanale se lahko LA vpletajo še v druge procese, kot 
so npr. celično signaliziranje, metaboliziranje kinaz (AMPK), zavirajo 
mitohondrijski metabolizem, tvorbo ATP, zmanjšajo odzivnost miofilamentov na 
Ca2+ [20]. Trenutna incidenca toksičnosti je ocenjena na 0,03 % ali 0,27 primerov 
na 1000 izvedenih živčnih blokad [20]. V mitohondrijih in tkivu srčne mišice 
(miokardu) se LA akumulirajo približno šestkrat hitreje kot drugje, zato lahko 
toksičnost nastopi tudi že pri dokaj nizkih koncentracijah. 
Redko lahko pride tudi do alergij, ki pa predstavljajo manj kot 1 % vseh toksičnih 
stranskih učinkov [22]. Pogosteje se pojavi pri estrski obliki LA, saj pri 
metabolizmu nastaja PABA, ki lahko izzove reakcijo. Pri zelo občutljivih 
posameznikih reakcijo povzroči tudi metilparaben ali njemu podobne snovi, ki se 
uporabljajo kot prezervativi za obe obliki LA [22, 23]. 
Za zdravljenje sistemske toksičnosti se uporablja lipidna emulzija. Po študijah na 
podganah in psih so jo pred nekaj več kot desetimi leti uspešno uporabili na 
pacientu, ki je doživel srčni zastoj po injiciranju kombinacije bupivakaina in 
mepivakaina. Trenutna vodila agencije ASRA (angl. American society of regional 
anesthesia and pain medicine) priporočajo uporabo emulzije takoj, ko se pojavijo 
prvi znaki morebitne toksičnosti. V študijah in vitro so že potrdili močno vezavnost 
in visoko topnost molekul LA v lipidnih emulzijah. Predpostavljeni mehanizem 
zato predvideva, da se LA umakne iz krvi oz. vodne faze v maščobno emulzijo in 
tam ostane vezan. Je zelo učinkovit način za zdravljenje ali vsaj lajšanje 
simptomov, a mora biti uporabljen v prvih 40 minutah. Uporabimo emulzijo v obliki 
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20-% raztopine. Ko se pojavijo prvi znaki intravenozno injicirajo večjo dozo, 
približno 1,5 ml na kilogram telesne teže, in začnejo z infuzijo (15 ml/kg h). Če po 
5 minutah ni izboljšanja lahko dodamo se dve injiciranji in povečamo pretok 
infuzije, vendar ne smemo preseči 10 ml/kg v prvih 30 minutah [23]. 
1.4.1 KARDIOTOKSIČNOST IN NEVROTOKSIČNOST LOKALNIH 
ANESTETIKOV 
Ko anestetik vstopi v krvni obtok, se razporedi po okoliških organih. Kako hitro se 
bo razporedil in kako daleč bo anestetik prišel, je odvisno od mesta injiciranja, 
ožiljenosti mesta injiciranja, količine uporabljenega anestetika, njegovega 
farmakokinetskega profila itd. [23]. Toksičnost, ki je najbolj izrazita v živčnem in 
kardiovaskularnem sistemu, nastopi predvsem zaradi dveh razlogov. Lokalni 
anestetiki ovirajo normalno elektrofiziološko funkcijo srca, kar moti delovanje 
mitohondrijev ter z vezavo ovirajo pravilno delovanje natrijevih kanalov v živčevju. 
Dolgo je veljalo, da se toksičnost najprej pokaže na CŽS in potem napreduje do 
srčne mišice, vendar so v zadnjem času odkrili vse več primerov, kjer so se vzroki 
pojavili istočasno, ali pa so se znaki na srčni mišici pojavili prej. 
NEVROTOKSIČNOST 
Na centralno živčevje LA delujejo zaviralno, a imajo klinično bifazni učinek. Kot 
meja za nastop toksičnosti CŽS veljajo vrednosti  od 5 do 10 μg/mL za lidokain, 
mepivakain in prilokain ter 2 do 4 μg/mL za bupivakain, ropivakain in 
levobupivakain [18]. Vsi ekscitatorni učinki nastanejo zaradi neravnovesja 
aktivnosti v možganih. Predvidevajo, da nastopijo zaradi različnih učinkov na 
različne dele možganov ali pa zaradi neenakomerne porazdelitve LA v možganih. 
V centralnem živčnem sistemu se vpletajo v depolarizacijo inhibitornih nevronov. 
To se kaže v spremembah vida in drugega zaznavanja, aktivirajo se mišice in 
pojavijo se krči. Krči in napadi, podobni epileptičnim, nastopijo zaradi depresije 
kortikalnih inhibitornih nevronov, kar pomeni, da prevlada učinek ekscitatornih  
nevronov [20]. Signali se lahko stalno prožijo in pomenijo prekomerno 
obremenitev mišičnih vlaken. Če se plazemska koncentracija LA zvišuje, se 
postopoma zavrejo tudi ekscitatorne poti, kar vodi v izgubo zavesti, komo, zastoj 
dihanja in smrt [21]. 
Vse oblike do sedaj znanih anestetikov kažejo koncentracijsko in časovno 
odvisno nevrotoksičnost. Natančen mehanizem celične smrti je odvisen od 
koncentracije. Klinično relevantne koncentracije lidokina v limfocitih T povzročijo 
apoptozo, če koncentracijo povišamo, se sproži nekroza. 
V živalskih študijah se je kislinsko – bazno ravnotežje izkazalo za pomemben 
dejavnik, ki vpliva na toksičnosti v CŽS. Tako metabolna kot respiracijska acidoza 
poslabša prognozo, saj zviša delež ionizirane oblike, ki je odgovorna za blokado 
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kanalov. To je pomembno predvsem zaradi uporabe LA v vnetem tkivu ali ob 
pomanjkanju kisika, kjer je pH prav tako nižji in okolje kislo [21]. Z delovanjem na 
receptorje, sklopljene z G-proteini, natančneje s poddružino Gq/11, LA sicer 
delujejo nekoliko protivnetno, toda pH je v okoliškem tkivu pogosto vseeno 
znižan.  
KARDIOTOKSIČNOST 
Na miokard LA neposredno delujejo na dva načina: zmanjša moč krčenja srčne 
mišice in upočasnjujejo širjenje impulzov po miokardu. Povzročajo motnje 
srčnega ritma, prevodnosti miokarda in mišičnega tonusa. Zaradi blokade 
natrijevih kanalov se mirovni membranski potencial zniža, širjenje signala je 
omejeno, kar povzroči podaljšanje intervalov PR, QRS in ST [24]. Zaradi 
primanjkljaja natrijevih ionov je moteno tudi delovanje črpalke Na+/Ca2+, kar 
izprazni znotrajcelična skladišča kalcija in zmanjša kontraktilnost. Blokada 
natrijevih kanalov se vzpostavi med sistolo in počasi popusti med diastolo. Od 
posameznega LA je odvisno, kako hitro blokada popusti, npr. lidokain oddisocira 
v 0,5 s in bupivakain v 1,5 s. K toksičnosti lahko prispeva tudi spremljajoča 
inhibicija kalcijevih in kalijevih kanalov ter inhibicija produkcije cAMP. LA lahko 
vplivajo tudi na vezavo ligandov na β2-adrenergične receptorje v srcu. Večje 
molekule LA izkazujejo večjo avidnost do tega tipa receptorjev in pri manjših 
koncentracijah izrinejo naravni ligand. S tem fenomenom lahko razložimo tudi 
povečano kardiotoksičnost nekaterih večjih LA, kot je bupivakain. Označen je bil 
kot »fast in and slow out« anestetik, ker ob diastoli zelo počasi disociira, kar 
podaljšuje njegovo toksično delovanje in ustvari ugodne pogoje za 










1.5  BUPIVAKAIN IN NJEGOVA TOKSIČNOST 
1.5.1 BUPIVAKAIN 
Bupivakain, s formulo C18H28N2O in molekulsko maso 288,22 Da, spada med 
amidne lokalne anestetike in je eden močnejših pri zagotavljanju senzorične 
blokade. Po nomenklaturi IUPAC je bupivakain 1-butil-N-(2,6-dimetilfenil) 
piperidin-2-karboksamid in ga v laboratoriju sintetizirajo s kondenzacijo N-
butilpipekolne kisline in 2,6-dimetilanilina. V trdnem stanju je bel prah, 
komercialno pa je na voljo kot 0,25- in 0,5-% raztopina s HCl. Prvič so ga 
sintetizirali leta 1957 na Švedskem, od takrat pa se je uveljavil kot anestetik z 
dolgotrajnim učinkom, ki se ga večinoma uporablja za lajšanje pooperacijskih 
bolečin in kot (epiduralno) anestezijo pri porodu [26].   
Za zagotovitev zadostne blokade bupivakain sicer potrebuje nekoliko več časa 
(2–10 min) kot primerljivi lidokain, mepivakain ali tetrakain, vendar lahko potem 
učinkuje daljši čas (8–12 ur).  
Maksimalno koncentracijo v krvi doseže približno po 30 min, čas lahko nekoliko 
variira in je odvisen predvsem od vaskularizacije mesta injiciranja. Ko vstopi v 
krvni obtok, se v veliki meri (približno 95 %) veže na plazemske proteine in se 
razporedi po večjem delu organizma. Zaradi vezave na proteine se zmanjša 
njegov porazdelitveni koeficient (Kp), ki izraža razmerje med količino LA oz. 
katerekoli zdravilne učinkovine v tkivu in količino v venski krvi enakega tkiva. 
Manjši koeficient npr. pomeni, da zdravilo dokaj hitro pripotuje do organa, a 
počasi prehaja vanj. To mu zagotavlja dodatno varnost pri uporabi v porodništvu, 
saj manjši delež doseže plod [26]. 
Tako kot ostali amidni anestetiki se metabolizira v jetrih s citokromom  P450 3A4. 
Tam se preko hidroksilacije, N-dealkilacije in konjugacije z glukuronsko kislino 
pretvori v končni metabolit pipekoljlskilidin (PPX), ki se izloči preko urina [26]. 
Marcain je preparat bupivakaina. V zadnjem času razvijajo nove in nove tehnike, 
s katerimi bi izboljšali ali podaljšali učinek zdravilnih učinkovin. Tako se je na trgu 
pojavila tudi nova liposomalna oblika bupivakaina, ki jo je FDA odobril leta 2011 
in jo prodajajo pod imenom Exparel. Prednosti take oblike so predvsem večje 
udobje za pacienta in dolgotrajnejše delovanje posamezne doze. Bupivakain se 
iz liposoma sprošča postopoma, zato je za enak učinek potrebno manj aplikacij 
[27]. 
Liposomi so sestavljeni iz lipidnega dvosloja, ki obdaja vodno jedro. Z zlivanjem 
membrane lahko liposomi prehajajo v celico. Za farmacijo so zanimivi predvsem 
multivezikularni liposomi (MVL), kjer lipidni dvosloj ni koncentričen, ampak 
sestavlja strukturo, podobno čebeljemu satovju, v katero so ujete molekule LA 
19 
 
(slika 11 a). V MVL se lahko vključijo vodotopne in lipidotopne zdravilne 
učinkovine. Prve ujamemo v jedro, druge pa v membrano, ki obdaja posamezne 
razdelke. Za bupivakain se trenutno uporablja DepoFoam (slika 11 b), ki so jo 
razvili v podjetju Pacira Pharmaceuticals iz San Diega v Kaliforniji [27,10]. V 
raztopino je vključen tudi manjši del prostega bupivakaina, ki ne presega 
vrednosti 3 % in deluje na lokalne bolečinske receptorje na mestu injiciranja. S 
tem zagotovimo hitro izboljšanje na mestu aplikacij, liposomalni bupivakain pa 
poskrbi za dolgotrajnejšo anestezijo.   
  
Slika 11: Mikroskopska slika liposoma in strukture notranjosti liposoma, pripravljenega s tehnologijo 
DepoFoam, (a) liposomski delec. Slika je posneta z elektronskim mikroskopom [27]. (b) shematski prikaz pakiranja 
bupivakaina v liposom – struktura satovja [27]. 
Delovanje in varnost nove oblike so testirali v mnogih ločenih študijah in ugotovili, 
da je učinkovita in povsem varna za uporabo. V primerjavi s prostim 
bupivakainom ima Exparel nekaj pomembnih prednosti. Terapevtske 
koncentracije so v krvi poskusnih živali (predvsem pri psih) zaznali še 96 ur po 
injiciranju. Marcain se iz telesa povsem izloči že po 18 urah [27]. Čas, v katerem 
LA doseže svojo maksimalno plazemsko koncentracijo (tmax, se ob 
enkapsuliranju v liposome podaljša približno za sedemkrat. Liposomska oblika 
zagotavlja podaljšano sproščanje in večje udobje za pacienta, vendar ni najbolj 
učinkovita po nekaterih operacijah in ob drugih močnejših bolečinah. V primerjavi 
s prostim bupivakainom začetni izpust LA iz liposoma ni dovolj za kontroliranje 
bolečine, aplikacija drugih LA pa ni priporočljiva oz. dovoljena. Kombiniranje 
lokalnih anestetikov je sicer pogosto v uporabi, saj tako zagotovimo bolj celovito 
delovanje in popolno odpravo bolečine. Pri Exparelu kombiniranje ni dovoljeno, 
saj lahko pospeši sproščanje LA. Prav tako ni dovoljena aplikacija z antiseptiki, 
kot sta klorheksidin ali povidon jodid, ker lahko reagirajo z lipidnim dvoslojem in 




1.5.2 TOKSIČNOST BUPIVAKAINA 
Bupivakain je eden izmed močnejših in posledično tudi potencialno bolj toksičnih 
anestetikov. Na kulturi Schwannovih celic RT4-D6P2T se je ob koncentraciji 1mM 
in 18-urnem tretiranju izkazal za mnogo bolj toksičnega od ostalih uporabljenih 
LA. Izračunana LD50 je znašala 476 µM [28]. Kontrolne Schwannove celice so 
vretenaste oblike, ob dodatku bupivakaina pa so že po treh urah opazili prve 
morfološke spremembe. Po devetih urah so skoraj vse celice izgubile svojo 
značilno obliko in postale okrogle s kondenziranim kromatinom ter brez dendritov 
[28].  
Toksičnost se pogosto izraža na mišičnem tkivu in je zanimiva tudi zato, ker njen 
razvoj močno spominja na razvoj Duchennove mišične distrofije [29]. Po 
injiciranju v prizadetih mišicah nastopi degeneracija, opazimo pa lahko tudi znake 
apoptoze, kot je kondenziran kromatin. V celicah HL-60 so po tretiranju z 
bupivakainom zaznali povečano izražanje mnogih proteinov, povezanih z 
apoptozo. LA v večini primerov sprožijo apoptozo po intrinzični poti, na 
ekstrinzične receptorje smrti skoraj nimajo vpliva.   
Mišice so močno odvisne od kalcija in ionskih kanalov za prenos le-tega. Po 
trenutno predlaganem mehanizmu bupivakain deluje preko mitohondrijev in  
zmoti prenos prav teh ionov ter tako močno vpliva na krčenje mišic. V celičnih 
kulturah skeletne mišice bupivakain povzroči sproščanje kalcijevih ionov iz 
sarkoplazemskega retikuluma in preprečuje njihovo privzemanje nazaj. V 
levkemičnih celicah HL-60 je bil poleg apoptotičnih proteinov močno izražen tudi 
XBP-1 (angl. X box binding protein). Ta transkripcijski faktor se aktivira ob 
nabiranju razvitih ali narobe zvitih proteinov, ki so znak stresa, povezanega z 
endoplazmeskim oz. sarkoplazemskim retikulumom. Poveča tudi izražanje 
C/EBP homolognega proteina oz. CHOP, ki deluje kot ključna signalna 
komponenta za induciranje apoptoze [30].   
Cepljen PARP-1 (poli(ADP-riboza) polimeraza), ki ga zaznamo v kulturi človeških 
mioblastov po tretiranju z bupivakainom, je znanilec apoptoze. Cepijo ga lahko 
vse kaspaze, v mišičnih celicah pa večinoma zaznamo kaspazi 7 in 9. Obe 
kaspazi sta vpleteni v intrinzično pot apoptoze. V Shwannovih celicah so s 
podobnim poskusom okarakterizirali povečano izražanje kaspaze 3 [30].  
Končni predlagani mehanizem z bupivakainom povzročene miotoksičnosti je 
naslednji (slika 12). Po injiciranju lokalni anestetik inducira proizvodnjo aktivnih 
kisikovih zvrsti (ROS), sledi stresni odziv endoplazemskega retikuluma ter 
apoptoza, za katero je značilna prisotnost kaspaz 7 in 9. Stresni odziv ER se 
aktivira ob večjih količinah razvitih ali napačno zvitih proteinov v lumnu 
retikuluma. ROS lahko povzročijo tudi peroksidacijo membrane, spremembe na 
proteinih in razgradnjo DNA. Vsi našteti znaki so značilni za apoptozo. V proteinih 
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reaktivne kisikove zvrsti motijo povezovanje cisteinov in nastanek disulfidnih vezi 
ter povzročajo nitracijo [30].  
Tudi vpliv na koncentracijo kalcijevih ionov lahko razložimo z nastankom ROS. 
Oksidirajo lahko aminokislinski ostanki, kot npr. cistein ali tirozin v kalcijevih 
kanalih, in jih tako inhibirajo. To hipotezo potrjuje več opažanj: bupivakain in vitro 
dokumentirano zavira pravilno delovanje sarkoplazemskega retikuluma, dodatek 
kalcija upočasni razgradnjo proteinov in pojav drugih morfoloških sprememb na 
mišičnem tkivu, v izoliranem jetrnem in srčnem podganjem tkivu so ob dodatku 
LA opazili razklapljanje dihalne verige, v fibroblastih in celicah Ehrlichovega 
tumorja so dokumentirali zmanjšanje potenciala na mitohondrijski membrani in 
zmanjšano sposobnost privzema kisika [30]. 
 
Slika 12:  Potencialni mehanizem miotoksičnosti bupivakaina. Bupivakain inducira sintezo reaktivnih kisikovih zvrsti 
(ROS), ki sprožijo stresni odziv sarkoplazemskega retikuluma in razvitje proteinov. Oba odziva skupaj inducirata 
apoptozo preko intrinzične poti. RyR: rianodinski receptorji, SERCA: sarkoplazemski retikulum,  XBP- 1: vezavni protein 
za X škatlo, ATF-6: transkripcijski faktor 6, CHOP: CEBP homologni protein [30]. 
Intrinzična pot apoptoze poteka preko mitohondrijev in jo sproži naluknjanje obeh 
membran. S tem se izgubi potencial v mitohondrijski zunanji membrani in izloči 
se citokrom C. Ta veže in aktivira Apaf-1 in (pro)kaspazo ter z njima tvori 
apoptosom. Kaspaza 9 je inciatorska kaspaza in s cepitvijo nadalje aktivira 
efektorski kaspazi 3 in 7, ki s cepitvijo tarčnih proteinov sprožita apoptozo.   
Molekule LA lahko na mitohondrije škodljivo vplivajo tudi na druge načine. 
Razklapljajo dihalno verigo, ki poteka v notranji membrani in inhibira kompleks I. 
Mehanizem še ni povsem znan, verjetno pa je povezan z PTP (permeability 
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transition pore) kanalom, ki se nahaja v notranji membrani mitohondrija. V 
poskusih in vitro so dokazali, da odprtje tega kanala močno zmoti protonski 
gradient, ki poganja celotno dihalno verigo. Posledice so motnje v homeostazi 
več ionov, nabrekanje mitohondrijev in sproščanje citokroma C. 
V mnogih patoloških stanjih mišice se poveča delež intramuskularnega 
adipoznega tkiva (IMAT) – lipidne kapljice znotraj mišice. Če je povečanje 
izrazito, lahko zmanjša moč in gibljivost mišice. Določeno število lipidnih kapljic 
obstaja v mišičnih celicah ves čas, vendar se lahko ob poškodbah ali boleznih 
mišic to število hitro in značilno poveča. Ob injiciranju bupivakaina so ex vivo na 
mišičnih vlaknih opazili 3,8-kratno povečanje števila lipidnih kapljic [29].  
Ni še povsem znano, zakaj se ob patoloških stanjih tako izrazito poveča število 
lipidnih kapljic. Ob degenerativnih spremembah se iz bazalne lamine miofibril 
sprosti več različnih rastnih faktorjev in možno je, da izpostavljenost kateremu od 
njih aktivira oz. poveča sintezo maščob v celici. Med rastnimi faktorji, ki se 
sproščajo, je fibroblastni rastni faktor (bFGF) tisti, ki dokazano vpliva na sintezo 
maščob. Ob tretiranju celic z različnimi koncentracijami bFGF se je sorazmerno 
povečalo tudi število lipidnih kapljic, nastalo stanje pa je močno spominjalo na 
tisto po tretiranju z bupivakainom. Fibroblastni rastni faktor je tako dober kandidat 
za aktivacijo adipogeneze. Pojav lipidnih kapljic je nekoliko odvisen tudi od 
starosti. Pri starejših miših, kjer je lipidov več in se hitreje pojavijo, so opazili tudi 
podaljšan čas regeneracije. Adipogeno tkivo verjetno negativno vpliva na 
miogenezo. Njegov pojav ob injiciranju LA bi bilo potrebno regulirati, saj lahko 
podaljša regeneracijo in sproži dodatne nezaželene stranske učinke [29].  
TOKSIČNOST DOSTAVNEGA SISTEMA (LIPOSOMI) 
Za podaljšanje učinka zdravil in večje udobje bolnikov v zadnjih letih pospešeno 
razvijajo mnoge različne dostavne sisteme, iz katerih se učinkovina sprošča 
postopoma. Za bupivakain so dosedaj razvili predvsem liposomsko obliko. Kot 
dostavni sistem imajo liposomi mnoge prednosti, npr. biokompatibilnost, 
sposobnost samosestavljanja, prenašajo lahko dokaj velike molekule in zlahka 
jih tudi dodatno modificiramo ter tako prilagajamo našim zahtevam. 
Za skoraj vse do sedaj znane dostavne sisteme obstajajo dokumentirani primeri 
stranskih učinkov. Večinoma sprožijo vnetje in aktivirajo imunski sistem 
(predvsem makrofage in limfocite). K neposredni miotoksičnosti dostavni sistem 
prispeva zelo malo, lahko pa ima večji vpliv pri indirektni toksičnosti. Pri 
podganah, ki so jim vbrizgali 0,5-% w/v bupivakain hidroklorid, 10-% w/w 
bupivakain v veziklih DAL ali 50-% w/w bupivakain v veziklih PLGA, so primerjali 
vpliv nanodelcev na razvoj miotoksičnosti [31]. V obeh primerih enkapsuliranega 
bupivakaina je bila toksičnost večja tako po moči kot obsegu prizadetega tkiva. 
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Zanimivo pa pri podganah, ki so jim vbrizgali same nanodelce, niso opazili 
nobene toksičnosti. 
Najbolj splošno znan problem pri liposomih je njihova nestabilnost. Ob 
dolgotrajnem shranjevanju vezikli med seboj pogosto agregirajo, da ohranijo 
termodinamsko najugodnejše stanje. Ko se vezikli med seboj zlivajo, pogosto 
pride do puščanja LA. Ker fosfolipidi pogosto vsebujejo tudi nenasičene 
maščobne kisline, so sčasoma nagnjeni k oksidaciji in hidrolizi. Na stabilnost 
vplivajo tudi pH, prisotnost ionov, topilo, pufer in druge spremenljivke v okolju. Te 
kemične reakcije lahko sprožijo svetloba, kisik ali ioni težkih kovin. Vse 
spremembe povzročajo puščanje LA ter nastanek toksičnih metabolitov in prostih 
radikalov. Da zaustavimo razpad, je potrebno liposome shranjevati na temnem 
mestu, dodajati antioksidante in EDTA, da odstranimo težke kovine. Po hidrolizi 
nastajajo lizolipidi in drugi razpadni produkti, ki se vežejo na rdeče krvničke, kar 
povzroči hemolizo. Pri spremembah za povečanje stabilnosti moramo paziti, da 
ne zmanjšamo biokompatibilnosti ali biorazgradljivosti. 
Problem predstavlja tudi nabiranje liposomov v organih, ki so pomembni za 
imunski sistem. Največjo zmožnost privzemanja liposomov imajo jetra, za njimi 
pa vranica, pljuča, kostni mozeg in limfni vozli. Iz sistema se najpogosteje 
odstranijo z opsonizacijo in makrofagi. Ko morajo makrofagi procesirati večjo 
količino liposomov, lahko postanejo nasičeni in nezmožni odstranjevanja drugih 
tujkov. Do tega je, pri do sedaj izvedenih poskusih, prišlo samo ob uporabi 
koncentracij, ki so mnogo višje od klinično relevantnih. Problem je večji pri 
liposomih, v katerih so protirakasta zdravila, saj lahko le-ta direktno poškodujejo 
ali celo uničijo makrofage. Ta toksični učinek se lahko zmanjša s pegiliranjem 
liposomov. Kadar so močno modificirani, lahko začne telo proti njim tvoriti 
protitelesa. Temu pojavu rečemo fenomen ABC (angl. accelerated blood 
clearance) in lahko znatno zmanjša učinkovitost naslednjih doz ter poveča 
nabiranje liposomov v jetrih [32]. 
Liposomi lahko aktivirajo komplement in sprožijo pojav psevdoalergije. Obolenje 
se imenuje CARPA oz. psevdoalergijska reakcija, povezana z aktivacijo 
komplementa (angl. Complement activation related pseudoalergy), in predstavlja 
od IgE neodvisno preobčutljivostno reakcijo na injiciranje liposomov. Liposomi 
lahko sprožijo cepitev faktorja C3, ki skupaj s C5 po vezavi na receptorje povzroči 
alergijsko reakcijo [32]. Vsi liposomi so zmožni takšne aktivacije komplementa, a 
je z njihovo sestavo možno nekoliko regulirati odziv. Bolj imunogeni so tisti 
liposomi, ki imajo na površini mešan pozitiven in negativen naboj, so heterogeni, 




Pri vseh oblikah nanodostavnih sistemov se prvi del LA sprosti zelo hitro. Dolgo 
je veljalo, da je prav ta začetni izpust glavni razlog za povečano miotoksičnost pri 
enkapsuliranih LA. S prostim 0,5-% w/v bupivakainom dosežemo višjo 
plazemsko koncentracijo kot pri začetnem izbruhu iz liposomskega bupivakaina, 
na toksičnost pa verjetno vpliva dolgotrajnejša prisotnost kritične koncentracije v 
krvi.  
Lokalni anestetiki lahko, če so prisotni dalj časa, tudi v majhnih koncentracijah 
sprožijo nastanek miotoksičnosti. Stalen dotok bupivakaina preko katetra je pri 
prašičih že po 6 urah povzročil ireverzibilne poškodbe skeletnih mišic. Vsi 
dostavni sistemi so narejeni prav z razlogom podaljšanega sproščanja in daljše 
zagotovljene anestezije oz. odprave bolečine. Povzročitev (mio)toksičnosti je 
tako ena izmed glavnih slabosti enkapsuliranih LA, ki se jim ne moremo izogniti. 
Kljub tem izsledkom se intramuskularne injekcije LA v klinični praksi danes 
pogosto uporabljajo. Miotoksičnost je v večini primerov sicer reverzibilna, vendar 
je pri posameznikih, ki jim injiciramo enkapsulirane dolgo učinkujoče anestetike, 


















2 NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
 
Namen magistrskega dela je bil v modelu in vitro raziskati toksične učinke 
različnih farmacevtskih oblik lokalnega anestetika bupivakaina. Med seboj smo 
želeli primerjati toksičnost liposomske (Exparel) in neliposomske oblike 
(Marcain). 
Ker je bupivakain dokazano toksičen, smo toksične efekte pričakovali pri obeh 
oblikah. Tudi liposomi lahko, predvsem preko aktivacije komplementa, povzročijo 
nekatere toksične učinke, zato smo posredno toksičnost pričakovali predvsem pri 
liposomski obliki Exparel.  
Miotoksičnost smo raziskovali na celičnih kulturah človeških mioblastov in cevčic, 
nevrotoksičnost pa na kulturah Schwannovih celic. V nalogi smo želeli analizirati 
tudi časovno in koncentracijsko odvisnost pri obeh oblikah toksičnosti. 
Neposredno toksičnost smo analizirali z določanjem aktivnosti encima laktat 
dehidrogenaze. Pri posredni toksičnosti smo merili celotno količino proteinov in 
tako določali ali lokalni anestetik bupivakain vpliva tudi na znotrajcelične procese, 
kot je sinteza proteinov. Dolgotrajen vpliv anestetikov se lahko kaže kot motnja 
delitvenega potenciala, v ta namen smo z metodo barvanja in štetja celičnih jeder 
določali število celic.  
V okviru magistrskega dela smo si zastavili naslednje hipoteze: 
1. Neposredna nevrotoksičnost in miotoksičnost liposomske in neliposomske 
oblike bupivakaina je časovno in koncentracijsko odvisna, pri čemer imata obe 
obliki primerljivo toksičnost. 
2. Posredna nevrotoksičnost in miotoksičnost liposomske in neliposomske oblike 
bupivakaina je časovno in koncentracijsko odvisna, pri čemer imata obe obliki 
primerljivo toksičnost. 
3. Dolgotrajen vpliv bupivakaina na delitveni potencial mišičnih in Schwannovih 
celic je koncentracijsko in časovno odvisen, obe obliki imata primerljivo 
toksičnost. 







3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI, REAGENTI IN NAPRAVE 
Vse poskuse v okviru magistrske naloge smo izvedli na Inštitutu za patološko 
fiziologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani. Toksičnost smo preverjali s 
tremi različnimi metodami na primarnih kulturah človeških skeletnomišičnih celic 
in liniji podganjih Schwannovih celic.  
Za določanje aktivnosti encima laktat dehidrogenaze smo uporabili komplet 
reagentov proizvajalca Roche. Encim katalizira pretvorbo laktata v piruvat, v 
rekacijo je vpleten tudi kofaktor NAD, ki se reducira v NADH. Reduciran kofaktor 
za nadaljne reakcije uporabita dva reagenta, ki sta priložena kompletu, in ju 
nanesemo na celice. Nastane dreče obarvan produkt formazan. Eden izmed 
reagentov je pripravljen za uporabo, drugi pa je v obliki liofilizata in ga je pred 
uporabo potrebno raztopiti v deionizirani vodi. V kompletu je dovolj reagentov za 
dve plošči s 96 vdolbinicami. 
Tudi za določanje celotne količine proteinov smo uporabili komplet reagentov 
istega proizvajalca. Ta vsebuje raztopino govejega serumskega albumina (BSA) 
s koncentracijo 2 mg/ml za pripravo standardov in reagentov A in B. BSA je 
raztopljen v 0,9-% NaCl in 0,05-% NaN3. Uporabimo ga za pripravo umeritvene 
krivulje z določanjem absorbance BSA različnih znanih koncentracij. V kompletu 
so priložena navodila za pripravo devetih različnih standardov, od katerih je A 
najbolj (200 μg/ml) in I najmanj (0 μg/ml) koncentriran. Reagent A vsebuje natrijev 
karbonat, natrijev tartat, natrijev bikarbonat in molekule BCA, raztopljene v 0,1 M 
natrijevem hidroksidu. Reagent B predstavlja 4-% raztopina bakrovega sulfata.   
Pri zadnji metodi, merjenje vpliva anestetikov na proliferacijo, smo za barvanje 
uporabili barvilo Hoechst 33342. Njegova kemijska formula je C27H28N6O in 
molska masa 452,56 g/mol. Glede na nomenklaturo IUPAC je kemijsko ime 
barvila 2-(4-etoksifenil)-6-[6-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-benzamidazol-2-il]-1H-
benzamidizol. Barvilo vzbudimo pri 350 nm, emisijska valovna dolžina pa je 460 
nm. Barvilo smo za poskus iz začetne koncentracije 1 mg/ml redčili do 10 μg/ml 
in ga raztopili v DMSO. Iz 50 mM Tris in 100 mM NaCl smo pripravili še pufer 
Tris-NaCl z umerjenim pH = 8,4 in vanj prenesli barvilo. Pri tej metodi smo 
uporabili še aparat Countess, s katerim smo prešteli celice in kulture razredčili do 
optimalnega števila celic.  
Za lizo celic smo uporabljali 0,03-% SDS ali 1-% Triton X-100. Vse meritve 




3.2 NAČRT IN POTEK POSKUSOV 
3.2.1 GOJENJE CELIC 
Za vse poskuse smo najprej pripravili celične kulture. 
PRIMARNE KULTURE ČLOVEŠKIH MIOBLASTOV IN MIŠIČNIH CEVČIC 
Za poskuse smo uporabljali mišične celice štirih različnih donorjev. Pred uporabo 
smo jih odmrznili iz tekočega dušika in jih gojili v posodah za celične kulture (75 
cm2). Rast celic smo stalno spremljali pod mikroskopom. Za poskuse smo 
uporabili celice sedme ali osme pasaže in jih gojili v gojišču α- MEM (+) nukleozidi 
(10-% (v/v) fetalni goveji serum (FBS), 0,3-% (v/v) amfotericin B, 1-% (v/v) 
PenStrep, 0,15-% (v/v) fungicid). Ko je konfluentnost dosegla 80–90 % smo 
gojišče odsesali, celice sprali z 10 ml PBS in jim dodali tripsin (1 ml). Posode s 
celicami smo za nekaj minut inkubirali v inkubatorju pri 37 ºC, v atmosferi, 
nasičeni z vodno paro s 5 % CO2 in 20 % O2. Pod mikroskopom smo preverili, če 
so celice odstopile in jim dodali enako proliferacijsko gojišče, v katerem smo jih 
gojili prej. Tako pripravljene celice smo precepili v plošče za gojenje celičnih 
kultur z 12 ali s 24 vdolbinicami. Pri preverjanju dolgoročnega vpliva lokalnih 
anestetikov smo celice pred presaditvijo še prešteli z uporabo naprave Countess, 
ker ta metoda najbolje deluje pri približno 20000 celic na vdolbinico. Da smo 
dosegli pravo število celic, smo kulturo ustrezno redčili z gojiščem. Ko so dosegle 
80–90-% konfluentnost, smo gojišče zamenjali za diferenciacijskega MEM – α (+) 
2-% (v/v) FBS, PenStrep, amfotericin B. Med diferenciacijo, ki poteka približno 
sedem do deset dni, smo celicam vsak drugi dan gojišče odsesali in ga zamenjali 
s svežim. V poskusu smo uporabili diferenciacijsko gojišče v katerem smo FBS 
nadomestili z 0,5 % BSA. 
KULTURA CELIČNIH LINIJ PODGANJIH SCHWANNOVIH CELIC 
Uporabili smo Schwannove celice S16 (ATCC CRL-2941). To so podganje 
mišične celice, ki izvirajo iz išiasnega živca. Do uporabe smo jih po navodilih 
proizvajalca hranili v tekočem dušiku. Po odmrznitvi smo jih do zadostne 
namnožitve gojili v gojitvenih posodah (75 cm2). Uporablili smo gojišče DMEM(+) 
nukleozidi (10-% (v/v) FBS, 0,3-% (v/v) amfotericin B, 1-% (v/v) PenStrep. Ko so 
celice dosegle približno 90-% konfluentnost, smo jih precepili v ploščo za gojenje 
celičnih kultur z 12 ali s 24 vdolbinicami. Celice smo sprali s PBS in jim dodali 
mililiter raztopine 1-% tripsina (pri T = 37 ºC). Po nekaj minutah inkubacije v 
inkubatorju pri 37 ºC, v atmosferi s 5 % CO2 in 20 % O2, smo pod mikroskopom 
preverili, če so se celice odlepile od podlage in jih z enakim proliferacijskim 
gojiščem presadili v gojitvene posode. Ko so celice zopet dosegle zadostno 
konfluentnost, smo gojišče zamenjali z diferenciacijskim DMEM (+) (2-% (v/v) 
FBS, PenStrep, amfotericin B. Za Schwannove celice smo določili, da metoda 
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barvanja s celičnim barvilom Hoechst najbolje deluje pri 5000 celic na vdolbino. 
Da smo dosegli želeno število celic, smo kulturo redčili z diferenciacijskim 
gojiščem. Med diferenciacijo, ki je trajala približno pet dni, smo celicam vsak drugi 
dan gojišče zamenjali s svežim. V poskusu smo uporabili diferenciacijsko gojišče 
v katerem smo FBS nadomestili z 0,5 % BSA. 
3.2.2 TRETIRANJE CELIC 
V poskusih smo uporabili diferenciacijsko gojišče, v katerem smo FBS zamenjali 
z 0,5-% BSA. Ker smo preverjali časovno in koncentracijsko odvisnost, smo 
celice v dveh različnih časovnih okvirjih tretirali s petimi različnimi volumskimi 
redčitvami obeh oblik anestetika. Uporabili smo 0,1-%, 0,3-%, 1-%, 3-% in 10-% 
volumska redčenja Exparela in Marcaina. Da smo dosegli pravilno volumsko 
redčitev, smo razliko volumna do 10 % pri vsaki volumski koncentraciji zdravil 
nadomestili z fiziološko raztopino. Sestava raztopine za ploščo z 12 vdolbinicami 
je prikazana v tabeli 2, za ploščo z 24 vdolbinicami pa v tabeli 3. Na vsaki plošči 
ene izmed vdolbinic nismo tretirali, to je bila kontrolna skupina, pri kateri smo 10 
% volumna nadomestili z diferenciacijskim gojiščem z 0,5-% BSA. Z enakim 
gojiščem smo dopolnili tudi raztopino v vsaki vdolbinici do končnega volumna.  
Tabela 2: Volumen zdravila in fiziološke raztopine, potrebne za pripravo posameznih redčitev Exparela in 
Marcaina v ploščici z 12 vdolbinicami: V prvem stolpcu so navedene koncentracije liposomske in neliposomske oblike 
bupivakaina, v drugem volumen zdravila (µl) in v tretjem volumen fiziološke raztopine (µl).  
PLOŠČA Z 12 VDOLBINICAMI  (skupaj 750 µl na vdolbinico, od tega 675 µl 
gojišča) 
kocnetracija zdravilo (µl) fiziološka raztopina (µl) 
Exparel, Marcain 0,1-% 0,75 74,25 
Exparel, Marcain 0,3-% 2,25 72,75 
Exparel, Marcain 1-% 7,5 67,5 
Exparel, Marcain 3-% 22,5 52,5 









Tabela 3: Volumen zdravila in fiziološke raztopine, potrebne za pripravo posameznih redčitev Exparela in 
Marcaina v ploščici s 24 vdolbinicami. V prvem stolpcu so navedene končne koncentracije liposomske in neliposomske 
oblike bupivakaina, v drugem volumen zdravila (µl) in v tretjem volumen fiziološke raztopine (µl).  
PLOŠČA S 24 VDOLBINICAMI  (skupaj 500 µl na vdolbinico, od tega 450 µl 
gojišča) 
koncentracija zdravilo fiziološka raztopina 
Exparel, Marcain 0,1-% 0,5 49,5 
Exparel, Marcain 0,3-% 1,5 48,5 
Exparel, Marcain 1-% 5 45 
Exparel, Marcain 3-% 15 35 
Exparel, Marcain 10-% 50 / 
 
Pri določanju aktivnosti LDH in določanje celotne količine proteinov z metodo 
BCA smo ob 24-urnem tretiranju tudi celicam za 6-urni tretma dodali gojišče brez 
seruma z 0,5-% BSA. Ob analizi dolgoročnega vpliva anestetikov tega nismo 
storili, saj bi odsotnost seruma lahko zavrla delitev in druge funkcije v celici ter 
tako dala lažne rezultate. 
Pri določanju aktivnosti LDH smo za pozitivno kontrolo celicam v eni vdolbinici 
dodali 1-% Triton X-100. Ta je eden izmed najbolj uporabljenih neionskih 
detergentov, ki se uporabljajo za lizo celic in ekstrakcijo proteinov ali organelov 
ter permeabilizacijo membran v procesu transfekcije. S polarno glavo se vrinejo 
med lipide, porušijo njeno integriteto membrane in končno povzročijo 
permeabilizacijo membrane ali njeno uničenje. Pri ostalih dveh poskusih 
(posredna toksičnost in dolgoročni vpliv anestetikov) je celice pred merjenjem 
potrebno še lizirati. To smo storili z 0,03-% SDS. 
Poleg Tritona X-100, ki je v vseh poskusih služil za pozitivno kontrolo, smo vedno 
izmerili tudi absorbanco/fluorescenco gojišča ter tako določili vrednost ozadja. 
Dela celic v vsakem poskusu nismo tretirali z lokalnimi anestetiki in so služile kot 







3.2.3 DOLOČANJE CITOTOKSIČNOSTI 
Za merjenje smo pri vseh poskusih uporabili ploščo s 96 vdolbinicami.  
Pri določanju aktivnosti encima laktat dehidrogenaze smo po končanem tretmaju 
odstranili gojišče in supernatant tretiranih celic. Vse vzorce smo pred merjenjem 
redčili petkrat, pozitivno kontrolo pa desetkrat. Dodali smo še mešanico 
reagentov in pokrite plošče inkubirali 30 minut pri sobni temperaturi. Med 
inkubacijo so bile plošče na mešalniku, da so se vzorci in barvilo ustrezno 
zmešali. Za eno ploščo (96 vdolbinic) potrebujemo 250 μl reagenta 1 in 11,25 ml 
reagenta 2, v vsako vdolbinico smo na 100 µl gojišča in supernatanta dodali 
enako količino mešanice reagentov. 
Za določanje celokupne količine proteinov z metodo BCA smo celice lizirali z 
0,03-% SDS, potem pa vzorcem dodali mešanico reagentov v razmerju 1 proti 8. 
Inkubirali smo 30 min pri 37 °C. V vdolbinici smo na  20 μl vzorca dodali 160 μl 
mešanice reagentov. Za umeritveno krivuljo smo iz izhodiščne raztopine s 
koncentracijo 2 mg/ml pripravili devet standardov. Uporabili smo standarde 
naslednjih koncentracij:0 μg/ml, 25 μg/ml, 125 μg/ml, 250 μg/ml, 500 μg/ml, 750 
μg/ml, 1000 μg/ml, 1500 μg/ml in 2000 μg/ml. 
Tudi pri določanju vpliva LA na proliferacijo celic smo celice po končanem 
tretmaju najprej lizirali z 0,03-% SDS. Na celice v plošči s 96 vdolbinicami smo 
nanesli barvilo Hoechst v pufru Tris/NaCl. Inkubacija ni bila potrebna. 
Po končani inkubaciji smo absorbanco oz. fluorescenco merili na 
spektrofotometru Viktor3. Vsakič smo na napravi izbrali ustrezen protokol in 
izvedli meritev. Pri določanju aktivnosti laktat dehidrogenaze smo merili 
absorbanco pri 490 nm, za metodo BCA smo absorbanco merili pri 562 nm. Pri 
barvanju z barvilom Hoechst pa smo merili razliko v fluorescenci pri vzbujevalni 
svetlobi valovne dolžine 350 nm in emisijski svetlobi valovne dolžine 460 nm. 





















3.3 OPIS METOD 
3.3.1 NEPOSREDNA CITOTOKSIČNOST ANESTETIKOV Z DOLOČANJEM 
AKTIVNOSTI LAKTAT DEHIDROGENAZE 
Dve najbolj poznani in pogosti obliki celične smrti sta apoptoza in nekroza [34].  
Med njima je nekaj pomembnih razlik. Apoptoza  je programirana celična smrt, ki 
je odvisna od ATP. Na celici opazimo spremembe, kot so: krčenje celice, 
integriteta celične membrane ostane nedotaknjena, kromatin se kondenzira, 
jedro fragmentira na manjše dele in aktivirajo se kaspaze, to so proteaze, 
značilne za apoptozo. Nekroza nastopi ob izrednih stresnih pogojih in je 
nedovisna od ATP [34,33].  Spremembe na celici so obratne kot pri apoptozi: 
celica in organeli nabreknejo, poruši se ionski gradient in poveča prepustnost 
membrane. Skozi novonastale pore v membrani se vsebina celice izlije v okolje.  
Vse metode, kjer določamo citotoksičnost neke snovi, so primerjalne. Med seboj 
primerjamo osnovne celične funkcije in/ali integriteto membrane v netretiranih in 
tretiranih celicah. Za katero celično funkcijo se odločimo, je odvisno od vrste 
celične smrti, ki jo študiramo, tipa celice in uporabljene citotoksične snovi. Metode 
za določanje nekroze večinoma izkoriščajo poriranje membrane in merijo količino 
fluorescentnega barvila ali radioaktivno označenega izotopa, ki se je iz prej 
označenih celic izločil v gojišče. Te metode imajo kar nekaj slabosti, kot so: 
spontan izpust barvil ali izotopa iz celice v dolgotrajnejših testiranjih, inštrumenti 
za določanje radioaktivnosti so zapleteni in dražji, za označevanje celic porabimo 
dodaten čas in lahko poškodujemo celice, radioaktivni elementi so toksični, 
zaradi česar so se razvile encimske metode. Pri teh ocenjujemo aktivnost 
znotrajceličnih encimov v gojišču. Najbolj uporabljena metoda te vrste je merjenje 
aktivnosti encima laktat dehidrogenaze, ki smo jo uporabili tudi mi. 
Splošno je laktat dehidrogenaza citoplazemski encim, ki katalizira pretvorbo 
laktata v piruvat s pomočjo kofaktorja NAD+ (NADH). Ob nastopu nekroze se 
poveča prepustnost membrane in LDH se skupaj s preostalo vsebino izlije v 
okolje [34,33]. Cytotoxicty Detection Kit (LDH) proizvajalca Roche, temelji na 
nastanku obarvanega formazana (slika 14). V komplet sta vključena tudi ključna 
reagenta za potek reakcije, in sicer reagent 1, tj. encim diaforaza in NAD+, ter 
reagent 2, tj. tetrazolijeva sol in natrijev laktat. Produkt nastane v večstopenjski 
reakciji:  
1. LDH katalizira pretvorbo laktata v piruvat, ob tem pa se kofaktor NAD+ reducira v 
NADH. 
2. Encim diaforaza uporabi nastali NADH in katalizira pretvorbo tetrazolijeve soli 




3. Količina obarvanega produkta je premo sorazmerna količini LDH, ki se je izločila 
v gojišče. Absorbanco smo merili pri 490 nm (vrh absorbance je pri približno 500 
nm).  
 
Slika 14: Prikaz delovanja testa viabilnosti celic z laktat dehirogenazo [35]. 
 
Metoda je sicer dokaj hitra in zanesljiva, najmanjša koncentracija celic, ki jo lahko 
zaznamo, sicer nekoliko variira, vendar je splošno nekje med 0,2 in 2*104 celic 
na vdolbinico [35]. 
Ob vzorcih smo kot negativno kontrolo del celic pustili netretiranih. Tako smo 
analizirali stanje v kulturi in ugotovili, koliko LDH se sprosti v gojišče brez poškodb 
membrane. Pozitivno kontrolo so predstavljale celice, ki smo jih tretirali z 1-% 
Tritonom X-100 in tako ugotovili, kolikšna je maksimalna sproščena količina LDH 
ob popolni lizi celic. Izmerili smo tudi absorbanco samega gojišča, kar nam je 
služilo za določanje ozadja.   
3.3.2  DOLOČANJE POSREDNE TOKSIČNOSTI ANESTETIKOV Z METODO 
MERJENJA CELOTNE KOLIČINE PROTEINOV – METODA BCA 
S to metodo izmerimo celotno količino proteinov v raztopini. Proteini so 
pomembni gradniki naših celic in napake v njihovi homeostazi so dober 
pokazatelj citotoksičnosti določene snovi.   
Uporabljena metoda BCA je spektrofotometrična metoda, ki temelji na nastanku 
kelatnega kompleksa med bakrom in BCA (sliki 15 a in 15 b). Najprej poteče 
biuretska reakcija oz. redukcija Cu2+ do Cu1+ v alkalnih pogojih. K številu 
reduciranih bakrovih ionov prispeva makromolekulska struktura proteinov, število 
peptidnih vezi in prisotnost določenih aminokislinskih ostankov – cistein, triptofan 
in tirozin. Bakrovi ioni reagirajo z dušikom v peptidni vezi in se tako reducirajo. V 
naslednji stopnji pa z reakcijo med bakrovimi ioni in bikinonsko kislino dobimo 
kelatni kompleks, ki absorbira pri 562 nm in vzorce obarva vijolično. Količina 
reduciranega bakra je sorazmerna količini proteinov v vzorcu. Z dodatno reakcijo 
postane metoda bistveno bolj občutljiva. Samo z biuretsko reakcijo lahko 
zaznamo med 0,5 in 2,5 mg proteinov v posameznem vzorcu, pri metodi BCA pa 
je območje med 0,5 µg/ml do 1,5 mg/ml. Uspešno in natančno zaznamo tako 
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visoke kot nizke koncentracije proteinov, kar pomeni, da je metoda uporabna v 
širokem koncentracijskem območju.   
 
 
Sliki 15 a in 15 b: Mehanizem delovanja metode BCA [36,37]. 
 
Poleg občutljivosti ima metoda BCA še nekaj prednosti pred ostalimi. 
Kompatibilna je z mnogimi ionskimi in neionskimi detergenti, ki se pogosto 
uporabljajo v pripravi vzorcev. Rezultatov ne zmotijo niti denaturanti kot sta urea 
in gvanidijev hidroklorid. Na potek reakcije tako vplivajo npr. reducirajoči sladkorji 
in lipidi ter EDTA. Ob prisotnosti le-teh v vzorcu njihovo koncentracijo 
najpogosteje zmanjšujemo z dializo ali gelsko filtracijo.  
Pri merjenju enakih koncentracij različnih proteinov opazimo zelo majhne 
variacije v barvi, kar pomeni, da je metoda BCA stabilna in izkazuje majhno 
variabilnost. Nastanek barve pri tej metodi ni odvisen od lastnosti proteinov, zato 
je uniformna za več različnih vzorcev. 
Metoda BCA ni končna, razvijanje barve se ne konča, dokler so prisotni reagenti. 
Sčasoma se razvoj barve kljub vsemu upočasni do tolikšne mere, da lahko 
koncentracijo določamo v veliko vzorcev hkrati. 
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3.3.3 DOLOČANJE DOLGOTRAJNEGA VPLIVA ANESTETIKOV NA CELICE 
Z BARVANJEM Z BARVILI HOECHST  
Barvila Hoechst spadajo v skupino modrih fluorescentnih barvil, s katerimi 
obarvamo molekulo DNA (slika 16). Uporabljeno barvilo Hoechst 33342 ali 
bisbenzemid (C27H28N6O, Mr = 452,56 g/mol) je fluorescenčno barvilo, ki se 
selektivno in z veliko afiniteto veže na dvojno vijačnico DNA, natančneje v mali 
žleb molekule (slika 17) [38]. Barvanje celic z barvili iz skupine Hoechst je zelo 
pogosto uporabljena in enostavna tehnika za analizo celičnega cikla, vpliva 
raznih substanc na celico. Sintezo DNA učinkovito zavirajo že pri nizkih 
koncentracijah. Celice po vezavi barvila ostanejo, vendar se ta sčasoma ne izloča 
iz celice. Njegova koncentracija se zmanjša le ob celični delitvi. 
 
Slika 16: Molekulska formula barvila Hoechst [38]. Hoechst 33342: R = - CH2CH3. 
Uporablja se kot alternativa barvilu DAPI, pred katerim ima nekaj pomembnih 
prednosti. So manj toksična in lahko prehajajo skozi membrane, kar pomeni, 
da lahko barvamo tudi žive celice. Barvilo DAPI prehaja v celice samo ob zelo 
visokih koncentracijah. Barvanje z njim navadno zahteva fiksacijo in 
povečanje prepustnosti membrane, kar pomeni, da ga ne moremo uporabiti 
na živih celicah.  
Barvilo Hoechst se v žleb veže močneje, če je prisotno zaporedje bogato z 
adenini in timini. 5-bromo-2-doksiuridin in 5-kloro-2-deoksiuridin sta timinska 
analoga, ki lahko vplivata na vezavo. Če sta prisotna, se žleb deformira in 
molekule barvila v žlebu se ne prilegajo več optimalno. Barvila se v večini 




Slika 17: Vezava barvila Hoechst (vijolična) v dvojno vijačnico DNA, PDB: 264D [38]. 
Zaradi dokaj velike razlike med absorbcijskim in emisijskim vrhom (absorbcijski 
vrh: 510 - 540 nm, emisijski vrh: 461 nm) so barvila uporabna v postopkih, kjer 
uporabimo več fluoroforov hkrati. Intenziteta fluorescence, ki jo zaznamo, je 
sorazmerna količini genetskega materiala in s tem celic v kulturi. Ker je izmerjena 
fluorescenca zelo občutljiva na konformacijske spremembe DNA v vzorcu, lahko 
s to metodo spremljamo tudi celični cikel.  
Po barvanju moramo dobljeno fluorescenco izmeriti takoj oz. čim prej, saj se 
barvilo preko ABC-transporterjev prenaša iz celice. Glede na tip celice lahko 
nekoliko spreminjamo čas in temperaturo inkubacije. Pri viabilnih živalskih 
celicah je priporočljivo uporabiti nekoliko nižjo koncentracijo barvila – bakterijske 
celice 0,1 do 12 µg/ml in živalske 0,2 do 5 µg/ml.  
3.3.4 STATISTIČNE METODE 
Za statistično analizo smo uporabili program GraphPad Prism. Rezultati so v 
grafih prikazani kot povprečne vrednosti s standardno napako povprečja (+/- 
SEM).  Za statistično analizo smo uporabili enosmerno ANOVA, razen pri grafih, 
kjer primerjamo odziv na skeletnomišičnih in Schwannovih celicah. Tam smo 
uporabili dvosmerno ANOVA, ki dodatno primerja dve podskupini. Posamezne 
skupine smo med seboj primerjali s pomočjo Dunnetovega testa. * označuje 











4.1 NEPOSREDNA TOKSIČNOST LIPOSOMSKE IN 
NELIPOSOMSKE OBLIKE BUPIVAKAINA 
Neposredno toksičnost liposomske in neliposomske oblike bupivakaina smo 
preverjali z metodo določanja encima laktat dehidrogenaze. Zanimalo nas je, ali 
sta obe obliki toksični in v kolikšni meri je toksičnost odvisna od koncentracije. 
Preverjali smo naslednjih pet koncentracij, izraženih v volumskih odstotkih: 0,1, 
0,3, 1, 3 in 10 (za oba anestetika). Kot pozitivno kontrolo smo uporabili 1-% 
detergent Triton X-100. Toksičnost smo preverjali pri standardnih pogojih, po 24 
h na mioblastih in Schwannovih celicah.  
Preverjali smo, ali je citotoksičnost liposomske in neliposomske oblike tudi 
časovno odvisna. Mioblaste in Schwannove celice smo izpostavili enakim petim 
koncentracijam anestetika ter poleg 24-urnega izvedli še krajši 6-urni tretma. 
Daljšo izpostavljenost (24 h) smo obravnavali  kot dolgotrajno oziroma kronično, 
krajšo (6 h) pa kot kratkotrajno oziroma akutno. 
4.1.1 NEPOSREDNA TOKSIČNOST LIPOSOMSKE IN NELIPOSOMSKE 
OBLIKE BUPIVAKAINA ZA SCHWANNOVE CELICE 
Pri Schwannovih celicah po 24-urnem kroničnem tretmaju, nismo opazili nobene 
statistično značilne spremembe za katerokoli obliko bupivakaina. Vrednosti LDH 
se med koncentracijami minimalno razlikujejo in že pri nižjih koncentracijah 
anestetika dosegajo dokaj visoke vrednosti (slika 18). Pri nižjih koncentracijah, 
do 3 vol. %, za neposredno toksičnost med liposomsko in neliposomsko obliko 
ne zaznamo velikih razlik. Vrednosti so primerljive in v primerjavi s kontrolo 
statistično zanemarljivo povišane. Pri najvišji koncentraciji 10 vol. % za obe obliki 
opazimo rahlo povišanje aktivnosti LDH, ki pa še vedno ni statistično značilno 
povečana in minimalno odstopa od meritev pri nižjih koncentracijah (slika 18). 
Statistično značilno povečanje smo zaznali samo pri pozitivni kontroli oziroma pri 






Slika 18: Aktivnost LDH po 24-urni izpostavitvi Schwannovih celic liposomski in neliposomski obliki 
bupivakaina. Neposredna nevrotoksičnost liposomske (E, leva stran grafa) in neliposomske (M, desna stran grafa) 
oblike bupivakaina izmerjena pri koncentracijah 0,1, 0,3, 1, 3 in 10 vol. % , pozitivna kontrola so celice, tretirane s100 μl 
1-% Tritonom X-100. Prikazane so povprečne aktivnosti LDH, izražene kot A (490 nm) ± SEM; N=6. Za statistično 
analizo smo uporabili Dunnetov test. 
Tudi po krajšem akutnem tretiranju z obema oblikama anestetika so rezultati zelo 
podobni in med seboj primerljivi (slika 19). Pri koncentracijah do vključno 1 vol. 
% sta toksičnosti obeh oblik primerljivi s kontrolo in med seboj, statistično 
pomembnih odstopanj ni. Večjo toksičnost opazimo pri višjih koncentracijah (3 in 
10 vol. %) obeh oblik, vendar te, enako kot pri kroničnem tretmaju, še vedno ne 
dosegajo statistično značilnih razlik v primerjavi s kontrolo (slika 19).  
 
 Slika 19: Aktivnost LDH pri 6-urni izpostavitvi Schwannovih celic liposomski in neliposomski obliki 
bupivakaina. Neposredna nevrotoksičnost liposomske (E, leva stran grafa) in neliposomske (M, desna stran 
grafa) oblike bupivakaina izmerjena pri koncentracijah 0,1, 0,3, 1, 3 in 10 vol. % , pozitivna kontrola so celice, 
tretirane s 100 μl 1-% Tritonom X-100 (rdeči stolpec). Prikazane so povprečne aktivnosti LDH, izražene kot A   






4.1.2 NEPOSREDNA TOKSIČNOST LIPOSOMSKE IN NELIPOSOMSKE 
OBLIKE BUPIVAKAINA ZA  ČLOVEŠKE SKELETNOMIŠIČNE 
CELICE 
 
Po kroničnem tretmaju (24 h) tudi za človeške skeletnomišične celice ne 
zaznamo nobene statistično značilno povišane vrednosti (slika 20). Pri 
neliposomski obliki bupivakaina (Marcain) v testiranih koncentracijah nad 3 vol. 
% opazimo večjo toksičnost, ki pa ni statistično pomembna. Najvišja 
koncentracija (10 vol. %) najbolj odstopa od ostalih meritev in dosega najvišjo 
aktivnost LDH. Podobno smo tudi pri liposomski obliki bupivakaina za 
koncentracije do 3 vol. % zaznali le rahlo povečanje brez statistično značilnega 
odstopanja. Ob tretiranju s 3 in z 10 vol. % Exparela smo opazili izrazitejše 
povečanje citotoksičnosti, ki pa še vedno ne dosega statistično značilnega 
povečanja glede na kontrolo. Citotoksičnost je nekoliko večja pri liposomski obliki, 
toda odstopanja niso velika. Statistično pomembno povečanje opazimo le pri 1-
% Tritonu, ki smo ga uporabili za pozitivno kontrolo. 
 
Slika 20: Aktivnost LDH pri 24-urni izpostavitvi skeletnomišičnih celic liposomski in neliposomski obliki 
bupivakaina. Neposredna miotoksičnost liposomske (E, leva stran grafa) in neliposomske (M, desna stran grafa) oblike 
bupivakaina izmerjena pri koncentracijah 0,1, 0,3, 1, 3 in 10 vol. % , pozitivna kontrola so celice, tretirane s 100 μl 1-% 
Tritonom X-100 (rdeči stolpec). Prikazane so povprečne aktivnosti LDH, izražene kot A (490 nm) ± SEM; N=6. Za 
statistično analizo smo uporabili Dunnetov test. 
Rezultati so po 6-urni izpostavljenosti podobni kot po 24-urni. Koncentracije do 3 
vol. % imajo primerljive toksičnosti, brez statistično značilnih povišanj (slika 21). 
Pri obeh oblikah smo pri najvišji koncentraciji (10 vol. %) glede na kontrolo opazili 
statistično značilno povišanje vrednosti LDH (slika 21). Primerjava najvišjih 
koncentracij obeh oblik ni razkrila statistično pomembnih razlik. Glede na to, da 
statistično pomembne razlike pri obeh oblikah opazimo samo po krajšem 





Slika 21: Aktivnost LDH pri 6-urni izpostavitvi skeletnomišičnih celic liposomski in neliposomski obliki 
bupivakaina. Neposredna miotoksičnost liposomske (E, leva stran grafa) in neliposomske (M, desna stran grafa) oblike 
bupivakaina izmerjena pri koncentracijah 0,1, 0,3, 1, 3 in 10 vol. % , pozitivna kontrola so celice, tretirane s 100 μl 1-% 
Tritonom X-100 (rdeči stolpec). Prikazane so povprečne aktivnosti LDH, izražene kot A (490 nm) ± SEM; N=6. Za 
statistično analizo smo uporabili Dunnetov test. 
  
4.1.3 PRIMERJAVA NEPOSREDNE TOKSIČNOSTI LIPOSOMSKE IN 
NELIPOSOMSKE OBLIKE BUPIVAKAINA NA SCHWANNOVE IN 
ČLOVEŠKE SKELETNOMIŠIČNE CELICE  
Primerjava neposredne toksičnosti med mišičnimi celicami (mioblasti) in 
Schwannovimi celicami po kroničnem tretmaju z Marcainom in Exparelom je 
prikazana na sliki 22. Ugotovili smo, da je pri obeh oblikah anestetika in vseh 
analiziranih koncentracijah miotoksičnost veliko večja kot toksičnost za 
Schwannove celice.  
 
Slika 22: Primerjava neposredne toksičnosti za Schwannove in človeške skeletnomišične celice po 24-urni 
izpostavitvi liposomski in neliposomski obliki bupivakaina. Neposredna toksičnost liposomske (E, leva stran grafa) 
in neliposomske (M, desna stran grafa) oblike bupivakaina izmerjena pri koncentracijah 0,1, 0,3, 1, 3 in 10 vol. %. 




Primerjava neposredne toksičnosti za oba tipa celic po akutnem tretiranju je 
prikazana na sliki 23. Ugotavljamo, da je tudi pri krajšem tretiranju miotoksičnost 
bolj izražena kot nevrotoksičnost (slika 23), toda razlike niso statistično značilne 
kot je to po dolgotrajnem tretmaju. Pomembne razlike opazimo samo pri najvišji 
koncentraciji (10 vol. %) obeh oblik.  
 
Slika 23: Primerjava neposredne toksičnosti za Schwannove in skeletnomišične celice po 6-urni izpostavitvi 
liposomski in neliposomski obliki bupivakaina. Neposredna toksičnost liposomske (E, leva stran grafa) in 
neliposomske (M, desna stran grafa) oblike bupivakaina izmerjena pri koncentracijah 0,1, 0,3, 1, 3 in 10 vol. %. Prikazane 
so povprečne aktivnosti LDH, izražene kot A (490 nm) )±SEM. N=6.  
 
4.2 POSREDNA TOKSIČNOST LIPOSOMSKE IN 
NELIPOSOMSKE OBLIKE BUPIVKAINA 
Posredno toksičnost smo preverjali z metodo BCA, s katero določamo 
koncentracijo vseh proteinov. S to metodo smo želeli ugotoviti, ali lokalni 
anestetik bupivakain vpliva tudi na znotrajcelične procese, med katere spada tudi 
sinteza proteinov. Enako kot pri neposredni toksičnosti smo testirali obe obliki 
anestetika pri naslednjih koncentracijah: 0,1, 0,3, 1, 3 in 10 vol. %. Kot kontrolo 
smo uporabili detergent Triton X-100. Analize smo izvedli pod standardnimi 
pogoji in po 24-urni izpostavljenosti anestetiku.   
Tudi pri posredni toksičnosti smo poleg koncentracijske preverili še časovno 
odvisnost. Celice smo liposomski in neliposomski obliki bupivakaina poleg 
standardnih 24 h izpostavili še za krajših 6 h. Koncentracije so bile enake v obeh 




4.2.1 POSREDNA TOKSIČNOST LIPOSOMSKE IN NELIPOSOMSKE 
OBLIKE BUPIVAKAINA ZA SCHWANNOVE CELICE 
Pri Schwannovih celicah po tretiranju z neliposomsko obliko bupivakaina nismo 
opazili nobenega statistično značilnega odstopanja glede na koncentracijo 
učinkovine. Masa proteinov pri koncentracijah, višjih od 0,3 vol. %, sicer nekoliko 
pade, vendar so vrednosti še vedno primerljive in brez večjih razlik (slika 24). 
Liposomska oblika kaže nekoliko večji vpliv na proteine v celici. Pri koncentracijah 
do 3 vol. % so vrednosti primerljive in brez večjih odstopanj.  Koncentracija 3 vol. 
% kaže manjši upad, ki pa ni statistično pomemben. Ko dosežemo najvišjo 
koncentracijo liposomskega bupivakaina, masa znotrajceličnih proteinov upade 
in zaznamo statistično značilno toksičnost (slika 24). 
 
Slika 24: Celotna količina proteinov po 24-urni izpostavitvi Schwannovih celic liposomski in neliposomski obliki 
bupivakaina. Posredna nevrotoksičnost liposomske (E, leva stran grafa) in neliposomske (M, desna stran grafa) oblike 
bupivakaina izmerjena pri koncentracijah 0,1, 0,3, 1, 3 in 10 vol. % , kontrola so celice, tretirane z 20 μl 1-% Tritona      
X-100 (rdeči stolpec). Prikazana je masa proteinov v posamezni vdolbinici ± SEM; N=6. Za statistično analizo smo 
uporabili Dunnetov test. 
Po šesturnem akutnem tretmaju so vrednosti za Schwannove celice sicer 
nekoliko bolj variabilne, a ne opazimo nobenega statistično značilnega znižanja 
količine proteinov (slika 25). Pri obeh oblikah se ob najvišji koncentraciji masa 
proteinov opazno zniža,  toda statistično pomembnih vrednosti ne dosega. Za 
ostale koncentracije pri liposomski in neliposomski obliki dobimo med seboj 




Slika 25: Celotna količina proteinov po 6-urni izpostavitvi Schwannovih celic liposomski in neliposomski obliki 
bupivakaina. Posredna nevrotoksičnost liposomske (E, leva stran grafa) in neliposomske (M, desna stran grafa) oblike 
bupivakaina izmerjena pri koncentracijah 0,1, 0,3, 1, 3 in 10 vol. % , kontrola so celice, tretirane z 20 μl 1-% Tritona      
X-100 (rdeči stolpec). Prikazana je masa proteinov v posamezni vdolbinici±SEM; N=6. Za statistično analizo smo 
uporabili Dunnetov test. 
 
4.2.2 POSREDNA TOKSIČNOST LIPOSOMSKE IN NELIPOSOMSKE 
OBLIKE BUPIVAKAINA ZA ČLOVEŠKE SKELETNOMIŠIČNE CELICE 
 
Po 24-urnem kroničnem tretmaju človeških skeletnomišičnih celic za nižje 
koncentracije obeh oblik bupivakaina nismo izmerili statistično značilnega 
znižanja vsebnosti proteinov (slika 26). Zmanjšanje mase proteinov je majhno in 
primerljivo za obe obliki. Pri neliposomski obliki bupivakaina smo majhno 
statistično pomembno odstopanje zaznali le pri najvišji koncentraciji anestetika. 
Pri liposomskem bupivakainu pa je vpliv na sintezo proteinov večji (slika 26). 
Nižje koncentracije ne kažejo velikega pomembnega vpliva na znotrajcelične 
proteine, pri 10 vol. % pa smo opazili statistično značilno zmanjšanje.   
 
Slika 26: Celotna količina proteinov po 24- in 6-urni izpostavitvi skeletnomišičnih celic liposomski in 
neliposomski obliki bupivakaina. Posredna miotoksičnost liposomske (E, leva stran grafa) in neliposomske (M, desna 
stran grafa) oblike bupivakaina izmerjena pri koncentracijah 0,1, 0,3, 1, 3 in 10 vol. % , kontrola so celice, tretirane z 20 
μl 1-% Tritona X-100 (rdeči stolpec). Prikazana je masa proteinov v posamezni vdolbinici±SEM; N=6. Za statistično 




V primerjavi s kronično (24 h) izpostavljenostjo pri akutni (6 h) izpostavljenosti za 
nobeno izmed oblik ne zaznamo statistično značilnega odstopanja. Pri 
neliposomski obliki bupivakaina masa proteinov nekoliko pade pri koncentracijah 
3 in 10 vol. %, vendar ni statistično značilnega znižanja. Ob tretiranju z najvišjo 
koncentracijo liposomskega bupivakaina je znižanje mase znotrajceličnih 
proteinov sicer bolj opazno kot pri neliposomski obliki, a tudi tu ni statistično 
značilnega znižanja (slika 27).  
 
Slika 27: Celotna količina proteinov po 24- in 6-urni izpostavitvi skeletnomišičnih celic liposomski in 
neliposomski obliki bupivakaina. Posredna miotoksičnost liposomske (E, leva stran grafa) in neliposomske (M, desna 
stran grafa) oblike bupivakaina izmerjena pri koncentracijah 0,1, 0,3, 1, 3 in 10 vol. % , kontrola so celice, tretirane z     
20 μl 1-% Tritona X-100 (rdeči stolpec). Prikazana je masa proteinov v posamezni vdolbinici±SEM; N=6. Za statistično 
analizo smo uporabili Dunnetov test. 
 
4.2.3 PRIMERJAVA POSREDNE TOKSIČNOSTI LIPOSOMSKE IN 
NELIPOSOMSKE OBLIKE BUPIVAKAINA ZA SCHWANNOVE IN 
ČLOVEŠKE SKELETNOMIŠIČNE CELICE  
 
Primerjava posredne toksičnosti po kroničnem tretmaju za oba tipa celic je 
prikazana na sliki 28. Ugotovili smo, da je vpliv na znotrajcelične procese po      
24-urnem tretiranju primerljiv za oba tipa celic. Razlike opazimo pri višjih 





Slika 28: Primerjava posredne toksičnosti za Schwannove in človeške skeletnomišične celice po 24-urni 
izpostavitvi liposomski in neliposomski obliki bupivakaina. Posredna toksičnost liposomske (E, leva stran grafa) in 
neliposomske (M, desna stran grafa) oblike bupivakaina izmerjena pri koncentracijah 0,1, 0,3, 1, 3 in 10 vol. %. 
Prikazana je masa proteinov v posamezni vdolbinici±SEM; N=6.   
Primerjava posredne toksičnosti po akutnem tretmaju za oba tipa celic je 
prikazana na sliki 29. Ugotovili smo, da je vpliv na znotrajcelične procese po    6-
urnem tretmaju primerljiv za oba tipa celic. Statistično značilnih razlik nismo 
ugotovili za nobeno izmed testiranih koncentracij obeh oblik.  
 
Slika 29: Primerjava posredne toksičnosti za Schwannove in človeške skeletnomišične celice po 6-urni 
izpostavitvi liposomski in neliposomski obliki bupivakaina. Posredna toksičnost liposomske (E, leva stran grafa) in 
neliposomske (M, desna stran grafa) oblike bupivakaina izmerjena pri koncentracijah 0,1, 0,3, 1, 3 in 10 vol. %. 








4.3  VPLIV LIPOSOMSKE IN NELIPOSOMSKE OBLIKE 
BUPIVAKAINA NA DELITVENI POTENCIAL CELIC 
S preverjanjem vpliva obeh oblik bupivakaina na delitveni potencial celic smo 
ugotavljali dolgoročen vpliv anestetika. V ta namen smo celična jedra obarvali z 
barvilom Hoechst 33342, ki se veže v mali žleb dvojne vijačnice, in določali število 
celic. Enako kot pri prvih dveh metodah smo analizirali pet različnih koncentracij, 
izraženih v volumskih odstotkih: 0,1, 0,3, 1, 3 in 10.  
Za vpliv na delitveni potencial celice smo le-te izpostavili tudi krajšemu 
(akutnemu) 6-urnemu tretmaju. Merili smo pri standardnih pogojih, testirane 
koncentracije pa so bile enake kot pri 24-urnem tretmaju (0,1, 0,3, 1, 3 in 10 vol. 
%). 
4.3.1 VPLIV LIPOSOMSKE IN NELIPOSOMSKE OBLIKE BUPIVAKAINA  
NA DELITVENI POTENCIAL SCHWANNOVIH CELIC 
Pri analizi Schwannovih celic so dobljene vrednosti nekoliko variirale, toda za 
nobeno izmed oblik in/ali koncentracij ne zaznamo statistično pomembnih razlik. 
Ugotovili smo, da se pri tretiranju z liposomskim bupivakainom delitveni potencial 
zmanjša pri 3 vol. %. Pri neliposomski obliki pa je manjši upad opazen za 
koncentraciji 3 in 10 vol. % (slika 30). Nobene vrednosti niso statistično značilno 
znižane.  
 
Slika 30: Število celic po 24-urni izpostavitvi Schwannovih celic liposomski in neliposomski obliki 
bupivakaina. Dolgotrajni vpliv liposomske (E, leva stran grafa) in neliposomske (M, desna stran grafa) oblike 
bupivakaina izmerjen pri koncentracijah 0,1, 0,3, 1, 3 in 10 vol. %. Prikazana je razlika v fluorescenci pri vzbujevalni 
in emisijski valovni dolžini±SEM; N=6. Za statistično analizo smo uporabili Dunnetov test. 
Tudi po akutnem 6-urnem tretiranju za nobeno izmed koncentracij obeh oblik ne 
opazimo statistično pomembnega zmanjšanja v številu celic. Pri neliposomskem 
bupivakainu so vse vrednosti med seboj zelo podobne in lahko opazimo le 
manjše znižanje. Za liposomsko obliko vrednosti sicer nekoliko bolj variirajo, a je 




Slika 31: Število celic po 6-urni izpostavitvi Schwannovih celic liposomski in neliposomski obliki 
bupivakaina. Dolgotrajni vpliv liposomske (E, leva stran grafa) in neliposomske (M, desna stran grafa) oblike 
bupivakaina izmerjen pri koncentracijah 0,1, 0,3, 1, 3 in 10 vol. %. Prikazana je razlika v fluorescenci pri vzbujevalni 
in emisijski valovni dolžini±SEM; N=6. Za statistično analizo smo uporabili Dunnetov test. 
 
4.3.2 VPLIV LIPOSOMSKE IN NELIPOSOMSKE OBLIKE BUPIVAKAINA  
NA DELITVENI POTENCIAL ČLOVEŠKIH SKELETNOMIŠIČNIH 
CELIC 
Za obe obliki bupivakaina pri mišičnih celicah po 24-urnem tretmaju nismo opazili 
skoraj nikakršnega vpliva na delitveni potencial. Število celic skozi celoten tretma 
s petimi različnimi koncentracijami ostaja enako in se v primerjavi s kontrolo 
minimalno zmanjša. V primerjavi z drugimi koncentracijami smo pri 10 vol. % 
liposomskega bupivakaina sicer zaznali nekoliko večje znižanje, vendar je tudi to 
še vedno majhno in ne dosega statistično značilnih razlik (slika 32). 
  
Slika 32: Število celic po 24-urni izpostavitvi človeških skeletnomišičnih celic liposomski in neliposomski 
obliki bupivakaina. Dolgotrajni vpliv liposomske (E, leva stran grafa) in neliposomske (M, desna stran grafa) oblike 
bupivakaina izmerjen pri koncentracijah 0,1, 0,3, 1, 3 in 10 vol. %. Prikazana je razlika v fluorescenci pri vzbujevalni 





Akutno 6-urno tretiranje ima na mioblaste veliko večji vpliv kot dolgotrajnejše. 
Vrednosti so za liposomsko in neliposomsko obliko skoraj povsod statistično 
značilno zmanjšane. Znižanje v številu celic je prisotno pri obeh oblikah, vendar 
bolj opazno pri liposomski. Največjo razliko v številu celic dobimo ob tretmaju z 
liposomskim bupivakainom s koncentracijo 10 vol. %. Za druge koncentracije 
liposomske oblike je zmanjšanje statistično značilno, a kljub temu dokaj majhno 
in med seboj primerljivo. Za neliposomsko obliko ob povišanju koncentracije ne 
opazimo večjega upada. Vrednosti so statistično značilne in med seboj 
primerljive preko vseh pet koncentracij (slika 33).  
 
Slika 33: Število celic po 6-urni izpostavitvi Schwannovih celic liposomski in neliposomski obliki bupivakaina. 
Dolgotrajni vpliv liposomske (E, leva stran grafa) in neliposomske (M, desna stran grafa) oblike bupivakaina izmerjen pri  
koncentracijah 0,1, 0,3, 1, 3 in 10 vol. %. Prikazana je razlika v fluorescenci pri vzbujevalni in emisijski valovni 
dolžini±SEM; N=6. Za statistično analizo smo uporabili Dunnetov test. 
 
4.3.3 PRIMERJAVA VPLIVA LIPOSOMSKE IN NELIPOSOMSKE OBLIKE 
BUPIVAKAINA NA DELITVENI POTENCIAL MED SCHWANNOVIMI IN 
ČLOVEŠKIMI SKELETNOMIŠIČNIMI CELICAMI  
Primerjava dolgotrajnega vpliva LA na delitveni potencial celic po kroničnem 
tretmaju za oba tipa celic je prikazana na sliki 34. Ugotovili smo, da vpliv na 
znotrajcelične procese po 24-urnem tretmaju primerljiv za oba tipa celic. 
Statistično značlnih razlik ne opazimo za nobeno izmed testiranih koncentracij 





Slika 34: Primerjava števila celic za Schwannove in človeške skeletnomišične celice po 24-urni izpostavitvi 
liposomski in neliposomski obliki bupivakaina. Dolgotrajni vpliv liposomske (E, leva stran grafa) in neliposomske  
(M, desna stran grafa) oblike bupivakaina izmerjen pri koncentracijah 0,1, 0,3, 1, 3 in 10 vol. %. Prikazana je razlika  v 
fluorescenci pri vzbujevalni in emisijski valovni dolžini ± SEM; N=6.  
Primerjava dolgotrajnega vpliva LA na delitveni potencial celic po akutnem 
tretmaju za oba tipa celic je prikazana na sliki 35. Ugotovili smo, da je vpliv na 
znotrajcelične procese po 6-urnem tretmaju primerljiv za oba tipa celic. Statistično 
pomembnih razlik ne opazimo za nobeno od koncentracij obeh oblik anestetika, 
razlike med miotoksičnostjo in kardiotoksičnostjo so minimalne.  
 
Slika 35: Primerjava števila celic za Schwannove in človeške skeletnomišične celice po 6-urni izpostavitvi 
liposomski in neliposomski obliki bupivakaina. Dolgotrajni vpliv liposomske (E, leva stran grafa) in neliposomske (M, 
desna stran grafa) oblike bupivakaina izmerjen pri koncentracijah 0,1, 0,3, 1, 3 in 10 vol. %. Prikazana je razlika  v 







5 RAZPRAVA  
Lokalni anestetiki so spojine, ki na mestu aplikacije blokirajo občutek bolečine. 
Zaradi tega učinka predstavljajo danes nepogrešljiv del medicine in se 
uporabljajo predvsem v operativni in postoperativni negi pacientov. Ker so 
učinkoviti in varni, njihov razvoj hitro napreduje že vse od leta 1844, ko so za 
anestezijo prvič uporabili kokain [1]. Kljub mnogim pozitivnim lastnostim se v 
telesu dokaj hitro presnovijo in zato učinkujejo krajši čas. Dolgo učinkujoči lokalni 
anestetik, med katere uvrščamo tudi bupivakain, delujejo približno dve do tri ure.  
Ker je pogosto doziranje za pacienta neugodno in vsakič predstavlja dodatno 
tveganje za razvoj toksičnosti, se je napredek v zadnjem času usmeril predvsem 
v razvoj novih dostavnih sistemov. V primeru bupivakaina so razvili liposomski 
dostavni sistem. Tehnologija DepoFoam omogoča pakiranje lokalnega 
anestetika v multivezikularne liposome. Membrana teh liposomov je v obliki 
satovja, v vodne žepke pa lahko zapakiramo lipofilne ali hidrofobne molekule [27]. 
Ko liposome apliciramo v organizem, se te zlijejo z membrano tarčnih celic in 
zdravilno učinkovino sprostijo v citoplazmo. Anestetik se sprošča postopoma, kar 
zmanjša število potrebnih doziranj in poveča udobje pacienta. Poleg tega 
liposomi delujejo specifično, kar močno zmanjša možnost nastopa toksičnih 
stranskih učinkov. Prosti bupivakain, ki ga na trgu lahko dobimo pod imenom 
Marcain, učinkuje približno dve uri, odvisno tudi od mesta aplikacije. Liposomski 
bupivakain oz. Exparel pa učinkuje tudi do 96 h [39].  
Kljub mnogim pozitivnim stranem uporabe liposomov v kombinaciji z anestetiki 
ima ta dostavni sistem tudi nekaj slabosti. Liposomi so lahko že sami po sebi 
toksični. Vplivajo predvsem na imunski sistem in preko komplementa sprožijo 
psevdoalergijske reakcije in vnetje [32]. Pomembna je predvsem izbira lipidov, ki 
sestavljajo zunanjo membrano in velikost liposomov. Z večanjem delcev se 
povečuje tudi njihova toksičnost, saj jih imunski sistem lažje in pogosteje zazna 
kot tujek. Večja količina sterolov v zunanji membrani prav tako povečuje možnost 
za razvoj ali pa poveča njen obseg. 
Ob daljši izpostavljenosti lokalnim anestetikom so lahko za organizem toksične 
tudi že majhne koncentracije. Ker je cilj razvoja dostavnih sistemov prav 
podaljšano sproščanje, je toksičnost ena izmed slabosti enkapsuliranih LA, ki se 
ji ne moremo izogniti. Znano je tudi, da že sami LA lahko sprožijo nastanek 
sistemske toksičnosti, ki v prvi vrsti prizadene predvsem mišice (srčno mišico) in 
živčni sistem [22,23]. Na te sisteme LA vplivajo v veliki meri predvsem zaradi 
svojega načina delovanja. Občutek bolečine zavirajo z vezavo in alosterično 
modifikacijo kanalov za prenos ionov (predvsem Na) v celico ali iz nje [13,15].  V 
telesu sta od vseh organskih sistemov prav mišičje in živčevje najbolj odvisna od 
pravilnega in usklajenega delovanja ionskih kanalov. 
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Očitno torej tako anestetik sam kot njegov dostavni sistem vplivata na nastanek 
toksičnosti. Naša naloga pri eksperimentalnem delu magistrske naloge je bila 
določiti, ali liposomska oblika povzroča večjo škodo kot prosti bupivakain. 
Poskušali smo določiti, ali so za človeške skeletnomišične celice in Schwannove 
celice bolj toksični liposomi ali anestetik sam.  
Na obeh tipih celic smo opravili tri poskuse in preverjali tri različne aspekte 
citotoksičnosti. Z analizo petih različnih koncentracij (0,1, 0,3, 1, 3 in 10 vol. %) 
smo preverjali koncentracijsko odvisnost, z dvema različno dolgima tretiranjema 
(kronično 24 h in akutno 6 h) pa še časovno odvisnost vseh treh tipov toksičnosti. 
Najprej smo z določanjem prisotnosti oz. aktivnosti laktat dehidrogenaze v 
gojišču ugotavljali neposredno toksičnost obeh oblik bupivakaina. Pri nižjih 
koncentracijah se nobena izmed farmacevtskih oblik bupivakaina ni izkazala za 
pretirano toksično.  Vrednosti so sicer nekoliko naraščale premo sorazmerno s  
koncentracijo, vendar ne opazimo nobene statistično pomembne razlike. Pri 
najvišji koncentraciji bupivakaina vrednosti laktat dehidrogenaze v obeh tipih celic 
narastejo nekoliko bolj, a ne opazimo pomembnih razlik med liposomsko in 
neliposomsko obliko. Kljub spremembi tudi pri tej koncentraciji ne opazimo 
nobene statistično pomembne razlike.  
Pri krajšem akutnem testiranju smo potrdili časovno odvisnost toksičnosti. Ob 
tretiranju mioblastov smo po šestih urah pri najvišji koncentraciji (10 vol. %) obeh 
oblik dosegli statistično značilne vrednosti. Aktivnost in količina prisotne LDH v 
gojišču je močno narasla. Pri Schwannovih celicah statistično povečane 
vrednosti LDH nismo opazili. Velikih razlik med akutno in kronično 
izpostavljenostjo pri neposredni toksičnosti nismo zaznali. Za skeletnomišične 
celice je bupivakain nekoliko bolj akutno toksičen, pri Schwannovih celicah pa 
med obema tretiranjema ni velike razlike. 
Razlike med obema tipoma toksičnosti so veliko večje po 24-urnem kroničnem 
tretmaju in minimalne oz. veliko manjše po 6-urnem akutnem tretiranju. To se 
sklada z dejstvom, da je bupivakain eden izmed najbolj kardiotoksičnih LA in 
lahko ovira pravilno krčenje mišic ter povzroča težave s prevodnostjo. Vendar je 
naše opažanje v nasprotju z običajnim potekom razvoja LAST, kjer najprej 
opazimo znake, vezane na živčevje, šele kasneje sledijo tisti v povezavi s 
srčnomišičnim sistemom. Hkratni nastop obeh tipov toksičnosti sicer ni izključen, 
hitrejši nastop srčnomišične toksičnosti pa je zelo redek in ponavadi nakazuje na 
že predhodno okvarjenost tega sistema. 
V drugem poskusu smo preverjali, kako obe obliki anestetika vplivata na celotno 
količino proteinov v celici. To smo testirali z metodo BCA, v kateri preko nastanka 
obarvanega kompleksa bikinonske kisline, bakrovega1+ iona in proteina z 
merjenjem absorbance določimo količino proteinov v celici. Študije so pokazale, 
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da lahko lokalni LA predvsem preko nastanka ROS vplivajo na razvijanje 
proteinov in s tem zmanjšajo količino aktivnih proteinov celici [30]. To smo 
pokazali tudi z našimi rezultati. Ob daljšem 24-urnem tretiranju lahko pri 
mioblastih opazimo statistično značilne razlike pri najvišjih koncentracijah obeh 
oblik LA. Tako pri liposomskem kot neliposomskem bupivakainu količina 
proteinov v celici drastično pade, vendar je padec večji pri Exparelu. Pri 
Schwannovih celicah lahko statistično značilno razliko opazimo samo pri najvišji 
koncentraciji liposomskega bupivakaina, medtem ko neliposomski na živčne 
celice očitno nima takega vpliva. Liposomi lahko s sprožitvijo vnetja pospešijo 
nastajanje ROS in tako sprožijo tudi hitrejše razvijanje proteinov [31]. To je 
najverjetnejši mehanizem večjega vpliva liposomske oblike. 
Ob krajšem tretiranju pri obeh oblikah LA in obeh tipih celic ne zaznamo    nobene 
statistično pomembne razlike. Količina proteinov sicer tudi tu opazno pade pri 
najvišji koncentraciji, a ni statistično pomembnih razlik. Sinteza proteinov je 
zapleten znotrajcelični proces, ki poteka po več poteh, kar pomeni, da 
potrebujemo za nastanek opaznega vpliva na količino proteinov več časa. To se 
je izkazalo tudi pri naših rezultatih, saj sta obe obliki lokalnega anestetika v tem 
aspektu bolj kronično kot akutno toksični. 
Primerjava obeh tipov toksičnosti tukaj ni pokazala tako očitnih razlik kot pri 
neposredni toksičnosti, toda miotoksičnost vseeno nekoliko prevladuje.   
Dolgoročni vpliv na integriteto celic smo preverjali z barvilom Hoechst 33342, ki 
se veže v mali žleb vijačnice DNA, in kasnejšim štetjem obarvanih celic. 
Anestetiki lahko v celici preko intrinzične poti sprožijo apoptozo, hkrati pa 
razklapljajo dihalno verigo in metabolizem usmerjajo v tvorbo maščobnih kapljic. 
Vse to celici odvzema energijo in zmanjšuje njen delitveni potencial. Celica se 
usmeri v preživetje in se ne deli tako pogosto. Tega z našimi poskusi sicer nismo 
povsem potrdili. Spremembe v številu celic so bile pri vseh koncentracijah in obeh 
časovnih okvirjih za obe obliki bupivakaina minimalne in niso dosegale statistično 
pomembnih vrednosti. Statistično pomembne razlike smo zaznali samo po 
akutnem tretiranju mioblastov, kjer pa je bil vpliv velik. Število celic se je za obe 
obliki pri skoraj vseh koncentracijah statistično značilno zmanjšalo. Vpliv sicer ni 
bil tako velik kot pri prejšnjih dveh poskusih, a je dosegal statistično značilne 
vrednosti. 
Dokazali smo torej, da je toksičnost liposomske oblike v vseh treh aspektih 
nekoliko večja kot neliposomske. Glede na rezultate je bupivakain nekoliko bolj 
akutno kot kronično toksičen. Ker gre za različne aspekte toksičnosti, so izsledki 
še dokaj točni. Na mestu vboda se ponavadi pojavita rdečica in bolečina. Celice 
so prizadete že zaradi samega injiciranja, kar sproži hitro smrt nekaterih celic in 
bolj opazno akutno toksičnost. Pri liposomih je  znan fenomen začetnega izbruha 
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spojine sproščanja, ki jo prenašajo. Ta dodatno poškoduje celice in povzroči 
povečano toksičnost. Pri sintezi proteinov gre, kot rečeno, za zapleten proces, za 
katerega potrebujemo več časa, da dosežemo viden vpliv. Vpliv na delitveni 
potencial bi bil pričakovano sicer bolj kronično toksičen. Ker pa gre za skupini 
celic, ki jih LA najbolj prizadenejo, lahko vpliv opazimo hitreje in tako gre tudi v 
tem primeru za akutno toksičnost. 
Vsi trije aspekti toksičnosti (neposredna in posredna toksičnost ter dolgotrajni 
vpliv) so kot napovedano koncentracijsko in časovno odvisni. Koncentracijska 
odvisnost se je pokazala predvsem pri najvišji koncentraciji liposomske oblike. 
Za 10 vol. % Exparela smo skoraj pri vseh poskusih zaznali spremembe, ki so 
bile opazne, toda ne vedno statistično značilne. Spremembe so bile minimalne 
pri testiranju dolgotrajnega vpliva z barvanjem z barvilom Hoechst 33342. Tu 
nobena izmed koncentracij katerekoli izmed oblik ni imela opaznega vpliva.  
Potrdili smo tudi časovno odvisnost. Pri neposredni toksičnosti je bilo akutno 
tretiranje (6 h) bolj toksično, zaznali smo statistično značilen vpliv. Na 
Schwannove celice razlika v trajanju tretiranja ni imela vpliva. Pri posredni 
toksičnosti smo z metodo BCA ugotovili, da je toksičnost mnogo večja po 
kroničnem tretiranju. Po 24 urah smo za oba tipa celic dobili statistično značilno 
znižanje količine proteinov pri 10 vol. % Exparela. Pri kroničnem tretiranju so bile 
razlike majhne in statistično zanemarljive. Pri dolgotrajnem vplivu LA pa tudi tukaj 
nismo zaznali skoraj nobenih razlik. Nobeno izmed tretiranj ni prineslo opaznih 
oz. statistično značilnih razlik. Spremembe vrednosti so bile majhne za oba tipa 
celic, obe formulaciji in vse uporabljene koncentracije.  
Tudi zadnjo hipotezo lahko smatramo za potrjeno. Pri neposredni in posredni 
toksičnosti se je miotoksičnost sicer izkazala za bolj izrazito, a so bile vrednosti 
redko statistično značilne. Pri dolgotrajem vplivu tudi tu nismo zaznali nobenih 
odstopanj, ampak samo minimalne razlike.   
Poudariti je treba, da smo za tretiranje sicer uporabljali enake koncentracije obeh 
oblik, vendar smo izhajali iz različnih začetnih koncentracij. Če uporabljene 
volumske odstotke preračunamo v absolutno koncentracijo, lahko ugotovimo, da 
vpliv Exparela na toksičnost ni izrazito večji od vpliva Marcaina. 
Kljub temu da smo s to študijo pokazali nekoliko večjo mio- in nevrotoksičnost 
Exparela, menimo, da ni večje nevarnosti pri uporabi tega lokalnega anestetika v 
klinični praksi. Pozitivni učinki prevesijo tehtnico k uporabnosti Exparela. Z 
uporabo liposomov zmanjšamo število vbodov in povečamo udobje pacienta, 
hkrati pa zmanjšamo možnost razvoja neposredne toksičnosti. S specifičnim 




Glede na rezultate se toksičnosti pri bupivakainu ne moremo izogniti, ta pa ni 
izrazito večja pri uporabi liposomske oblike, zaradi česar v skladu z že narejenimi 
študijami potrjujemo, da je Exparel varen za uporabo in zaradi liposomov ne 

























V magistrski nalogi smo dokazali, da je lokalni anestetik bupivakain miotoksičen 
in nevrotoksičen. 
V sklopu prve hipoteze smo preverjali neposredni vpliv bupivakaina na 
Schwannove in človeške skeletnomišične celice. Predpostavili smo 
koncentracijsko in časovno odvisnost. Koncentracijske odvisnosti pri neposredni 
toksičnosti nismo povsem potrdili. Zaznana aktivnost laktat dehidrogenaze je za 
oba tipa celic sicer nekoliko višja pri najvišji koncentraciji LA, vendar ne zaznamo 
statistično pomembnih razlik. Predvsem pri Schwannovih celicah je raven 
aktivnosti encima laktat dehidrogenaze stalno dokaj visoka in z višanjem 
koncentracije ne opazimo velikega odklona. Pri človeških skeletnomišičnih 
celicah se aktivnost encima sicer bolj opazno veča sorazmerno z višanjem 
koncentracije LA, a tudi tu ni statistično značilnih razlik. Časovno odvisnost smo 
pri neposredni toksičnosti delno potrdili. Na Schwannove celice razlika v trajanju 
tretmaja ni imela vpliva. Pri človeških skeletnomišičnih celicah se je akutno 6-
urno tretiranje izkazalo za bolj toksično. Pri najvišji koncentraciji obeh oblik smo 
po šestih urah opazili statistično značilne razlike. Povišanje aktivnosti encima je 
nekoliko večje pri uporabi liposomske oblike. Anestetika sta primerljivo toksična, 
pri nobenem ne opazimo statistično pomembnih razlik. Statistično značilno 
odstopanje zaznamo samo po 6-urnem tretmaju človeških skeletnomišičnih celic. 
Prvo hipotezo smo ovrgli. 
Posredni vpliv lokalnih anestetikov smo preverjali z določanjem celotne količine 
proteinov z metodo BCA. Tudi tu smo predpostavili koncentracijsko in časovno 
odvisnost. Koncentracijska odvisnost je prisotna pri obeh oblikah LA in obeh tipih 
celic, vendar je bolj izrazita za liposomski Exparel (sliki 25 in 27). Pri 
Schwannovih celicah statistično značilne razlike opazimo samo za najvišjo 
koncentracijo liposomske oblike. Pri človeških skeletnomišičnih celicah pa so 
statistično značilna odstopanja prisotna za najvišji koncentraciji obeh oblik LA. 
Potrdili smo tudi časovno odvisnost. Za Schwannove in skeletnomišične celice je 
bupivakain bolj kronično toksičen. Statistično značilnih razlik, ki so prisotne po 24 
urah, pri akutnem 6-urnem tretmaju ne opazimo. Količina proteinov se sicer 
povsod zmanjšuje z večanjem koncentracije, toda opaznih večjih razlik ni. Drugo 
hipotezo smo potrdili.  
Z barvanjem z barvilom Hoechst smo preverjali še dolgotrajen vpliv LA na celice. 
Koncentracijske odvisnosti tu ne opazimo. Pri Schwannovih in skeletnomišičnih 
celicah so odstopanja po 24-urnem tretiranju minimalna. Časovna odvisnost je 
izrazita pri človeških skleletnomišičnih celicah, kjer po 6-urnem tretiranju za obe 
obliki in vse koncentracije opazimo statistično značilne razlike. Na Schwannove 
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celice krajšanje tretiranja nima vpliva. Delitveni potencial ostaja visok ne glede 
na koncentracijo in dolžino tretiranja. Tretjo hipotezo smo ovrgli.   
Zadnja hipoteza zajema primerjavo med miotoksičnostjo in nevrotoksičnostjo. Za 
neposredno toksičnost smo pokazali, da je bupivakain kronično bolj miotoksičen 
kot nevrotoksičen. Tudi po akutnem tretiranju je miotoksičnost bolj izražena, toda 
razlike so manjše. Rezultat je podoben tudipri posredni toksičnosti. Po 24- in 6-
urnem tretmaju je miotoksičnost nekoliko bolj izrazita kot nevrotoksičnost. Pri 
dolgotrajnem vplivu na celice, ki smo ga analizirali z barvanjem z barvilom 
Hoechst 33342, pa je rezultat obraten. S primerjavo smo pokazali, da je 
bupivakain po 24- in 6-urnem tretmaju nekoliko bolj nevrotoksičen. Obliki 
toksičnosti torej nista povsem primerljivi med seboj, vendar statistično značilne 
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